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Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. 
Xill. Mitteilung!?: 
Uber die d-Leucyl-glyein-, Glyeyl-d-leucin- und Glyeyl-d-alanin- 
spaltenden Peptidasen *. 
Von 
Ernst Masehmann. 
(Aus der Biochemischen Abteilung des Forschungsinstituts fiir Chemo- 
therapie in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 6, Mai 1942.) 


In der IV. Mitteilung dieser Reihe® berichteten wir kurz iiber die 
Spaltung von optisch fast reinem d-Leucyl-glycin (d-LG.) und der 
d-Komponenten der Racemate Glycyl-d,l-leucin (G-d.1-L.)4 und 
Glyeyl-d, l-alanin (G-d,|-A.) durch Glycerinausziige aus Organen 
normaler Tiere, Hiihnerembryonen und Mdusecarcinom. Aus diesem 
Ergebnis wurde abgeleitet, daB der normale Organismus bzw. sein Pro- 
teasensystem imstande ist, d-Peptide, die bisher als unspaltbar galten, 
glatt zu zerlegen und dab infolgedessen das Vorkommen von d-Peptid- 
spaltenden Enzymen im kre bskranken Organismus mit dem Geschwulst- 
wachstum in keinem ursdchlichen Zusammenhang steht bzw. der Nach- 
weis von ,,unnatiirlichen*‘ Peptidasen im tierischen und menschlichen 
Organismus, insbesondere im Blutserum, keinen Riickschluf auf das 
Vorkommen einer bésartigen Geschwulst darin erlaubt. 

Das fiir die d-LG.-Spaltung verantwortliche Enzym haben wir 
mittlerweile etwas besser gekennzeichnet 5. In dem Zustand oder der 
Form, wie dieses Enzym im Glycerinauszug aus frischem, im wésserigen 
Auszug aus getrocknetem tierischem Material und vor allem in reineren 
Praparaten vorliegt, vermag es (optisch reines) d-LG. nicht nennenswert 
zu spalten. Im Rohauszug wird es unter aeroben Bedingungen schon 
durch zweiwertiges Mangan und Kobalt merklich wirksam, vollstdndig 
aber erst durch Mangan (bzw. etwas schwacher durch Eisen) unter 
anaeroben Bedingungen, d. h. in Anwesenheit von Cystein (oder ahnlich 
wirkenden Substanzen). In reinerem Zustand, sofern die SH-haltigen 
Begleitstoffe abgetrennt sind, wird das Enzym unter aeroben Be- 


1 XII. Mitteilung, diese Zeitschr. 811, 374, 1942. 2 Der wesentliche 
Inhalt dieser Mitteilung wurde beim biologisch-medizinischen Abend in 
Berlin-Dahlem am 10. Marz 1942 vorgetragen. 3 Naturwiss. 29, 518, 1941. 
— 4 Uber die Spaltung von Glycyl-d-norleucin und Glycyl-d-isoleuein be- 
richteten E. Abderhalden u. G. Caesar, Fermentforsch. 16, 299, 1940. 

5 Naturwiss. 29, 691, 709, 1941; diese Zeitschr. 811, 252, 1941/42. 
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dingungen kaum noch durch zweiwertiges Mangan (oder Kobalt 
wirksam: In diesem Falle vermag nur noch die Kombination Mangan 
(bzw. Eisen) wad Cystein zu aktivieren. Dabei darf die Cystein. 
Konzentration eine bestimmte Grenze nicht tiberschreiten, denn bei zu 
hoher SH-Konzentration ist die Wirksamkeit der Mangano- bzw. Ferro. 
d-LG.-Peptidase merklich gehemmt. Der Grund dafiir kann wohl durch 
folgendes Schema veranschaulicht werden: Protein—Mn + HS-~ k 
-. Protein — Mn—HS—R. Das Cystein scheint vor allem zur Aufrecht- 
erhaltung der Zweiwertigkeit des Metalls zu dienen, indem es entweder 
lediglich anaerobe Bedingungen schafft oder den durch die hydrolyti- 
schen Vorgiinge verursachten Valenzwechsei des Metalls riickgingiy 
macht. 

Die Aktivierung der d-LG.-spaltenden Peptidase zeigt grobe 
Abnlichkeit mit derjenigen der sogenannten Anaero-peptidasen!, die 
wir als Metall-(Ferro- bzw. Mangano-)proteide angesprochen haben: 
Auch die d-LG.-Peptidase ist sehr wahrscheinlich ein Mangano- bzw. 
Ferro-proteid; auch das Kobalto-proteid ist peptidatisch wirksam. In 
den Ausziigen und besonders in reineren Praparaten liegt wohl haupt- 
sichlich das Tragerprotein (Apo-enzym) vor. 

Die Existenz einer d-LG.-spaltenden Peptidase, d.h. die Ver. 
schiedenheit der Trager des 1-LG.- und d-LG.-Wirkungsvermégens, die 
sich schon durch die Verschiedenheit der Wirkungsbedingungen an.- 
deutete, konnte auf verschiedenen Wegen sehr wahrscheinlich gemacht 
werden. So haben /. Bamann und O. Schimke? gezeigt, daB bei Inakti- 
vierungsversuchen das Spaltungsvermégen eines Glycerinauszuges 
gegentiber der |- und d-Komponente so verandert wird, daB schlieBlich 
nur noch Wirksamkeit gegeniiber der 1-Komponente vorhanden war, 
wahrend H. Bayerle und R. Rieffert? ahnliches bei der sterilen Autolyse 
von Kaninchen-Nieren im Brutschrank feststellten. Wir konnten bei 
Reinigungs- und Trennungsversuchen die |-LG.-Peptidase weitgehend 
von der d-LG.-Peptidase abtrennen, wobei Praparate erhalten wurden 
die entweder die Antipoden gleich schnell oder nur noch |-LG. spalteten*. 
Andererseits kénnen aber auch die d-LG.- ebenso wie die G-d-L.- 
und G-d-A.-spaltenden Peptidasen zusammen mit bestimmten , nat iir- 
lichen‘‘ Peptidasen bei gewissen ReinigungsmaBnahmen, wie z. B. det 
Aceton-Fallung, irreversibel inaktiviert werden. Doch geschieht dies 
nur in Ausziigen ganz bestimmter Herkunft, z. B. aus Kaninchen-Nieren 
Ratten-Leber und Jensen-Sarkom, aber beispielsweise nicht in Ausziigen 





! Naturwiss. 26, 791, 1938; diese Zeitschr. 300, 89, 1938/39; Naturwis- 
27, 276, 1939; diese Zeitschr. 302, 332, 1939; 307, 1, 1940. — * Naturwis 
29, 558, 1941; diese Zeitschr. 310, 131, 1941. — * Diese Zeitschr. 311, 73. 
1941/42. 4 Naturwiss. 29, 709, 1941; diese Zeitsehr. 811, 252, 1941/42 
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aus Meerschweinchen-Leber und -Nieren. Unsere friithere Feststellung!, 
wonach das Wirkungsvermégen von Ausziigen aus Organen bestimmter 
Herkunft (Tierarten) fiir gewisse ,.natiirliche’’ Di- und Tripeptide schon 
durch einfache ReinigungsmaBnahmen wie Dialyse und Aceton-Fallung 
zerstort wird (,,auswahlende* oder ,,selektive* irreversible Inaktivierung 
bestimmter Peptidasen), gilt demnach auch fiir ,,unnatiirliche’’ Pepti- 
dasen. In den Ausziigen, deren peptidatisches Vermégen nicht ,,aus- 
waihlend“ zerst6rt wird, finden wir den Trager des d-LG.-Spaltungs- 
vermégens sogar widerstandsfahiger als den des 1|-LG.-Spaltungs- 
vermogens. 

Ein wesentlicher Unterschied zwischen dem |-LG.- und d-LG.- 
spaltenden Enzym bzw. den Tragerproteinen scheint darin zu bestehen, 
dali jenes sein aus der Zelle stammendes Metall viel fester zu binden und 
dessen Zweiwertigkeit auch unter aeroben Bedingungen besser aw frecht- 
zuerhalten vermag als dieses, d. h. in vitro ist die Mangano-l-LG.-Peptidase 
auch unter aeroben, die Mangano- (bzw. Ferro-)d-LG.-Peptidase nur 
unter anaeroben Bedingungen voallaktiv. 

Wir sprechen — im Gegensatz zu anderen Autoren — nur von der 
d-LG.-spaltenden Peptidase (abgektirzt d-LG.-Peptidase) und nicht von 
der ,,d-Peptidase‘* oder ,,d-Dipeptidase’ schlechthin, wei! wir der 
Ansicht sind, daB das Wirkungsvermégen von Ausziigen fiir d-LG. 
allein nicht gentigt, um daraus auf die Existenz einer d-Dipeptidase zu 
schlieBen, d. h. eines einheitlichen Enzyms, das alle d-Dipeptide unter 
den gleichen Bedingungen, wenn auch mit verschiedener Geschwindig- 
keit, aber im gleichbleibenden Verhiltnis, optimal zu spalten vermag. 
Wie im folgenden belegt wird, ist der Trager des d-LG.-Spaltungs- 
vermégens nicht mit den Tragern der G-d-L.- und G-d-A.-Spaltung 
identisch, woraus schon hervorgeht, daB es eine ,,d-Dipeptidase* als 
Trager des Wirkungsvermégens fiir alle spaltbaren d-Dipeptide nicht 
gibt. Auch wenn man sich noch nicht unserer Ansicht anschlieBt, so 
wire es zum mindesten fiir die Klarung einer an sich schon nicht ein- 
fachen Sachlage niitzlich, die Befunde an einzelnen Substraten nicht 
zu verallgemeinern, sondern sie vorerst z. B. auf die d-LG.-, G-d-L.- 
spaltende Peptidase zu beschrinken. 

Es ist eine schon lange bekannte Tatsache, daB unter den bis vor 
kurzem iiblichen Bedingungen? d,1-LG. durch Ausziige aus tierischem 
Material nicht tiber 50°, gespalten wird. Man hat daraus die asymme- 
trische Spaltung des Racemats abgeleitet. Auch optisch reines d-LG. 
wird unter diesen Bedingungen nicht gespalten, glatt dagegen in An- 


' Vgl. dazu die VIII. Mitteilung dieser Reihe, diese Zeitschr. 811, 29, 
1941/42, — * Z. B. K. Mayer, ,,Peptidasen** in ,,Die Methoden der Fer- 
mentforschung™, 8S. 1991. Leipzig 1941. 
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wesenheit von Mangan (oder Eisen) + Sulfhydryl. Obwohl auch dic 
|. LG.-Peptidase unter diesen Bedingungen weitgehend wirksam ist, iiber- 
steigt die Spaltung von d, 1-LG. auch nach Zusatz von Mangan + Cystein 
nicht oder kaum 50%. Die d-Komponente des Racemats wird nach 
Bamann und Schimke' deswegen nicht mitgespalten, weil das dafiir 
verantwortliche Enzym durch das rasch freigesetzte |-Leucin voll. 
standig blockiert wird. Demgegeniiber haben H. Herken, A. Schmit: 
und R&. Merten? angegeben, daB ,,die Halfte der mit der Titrations- 
methode gemessenen Hydrolyse ... auf die Spaltung des d-Anteils des 
Peptids entfallt. Diese Angabe steht aber auch im Widerspruch zu 
unserer Kennzeichnung der d-LG.-spaltenden Peptidase, weil die Autoren 
eine Spaltung der d-Komponente des Racemuts unter Bedingungen fest- 
stellen (aerob ohne Metall bzw. Metall + SH), unter denen  se/hst 
(optisch reines) d-LG. nicht oder kaum mebar gespalten wird. Wir 
vermégen diese Diskrepanz um so weniger zu erkliren, als bei der 
Benutzung von d-LG. als Substrat die ,,Titrationsmethode‘* mindestens 
so spezifisch ist wie die von diesen Autoren angewandte Methode zum 
Nachweis der abgespalteten d-Aminosiéure mittels d-Aminosiure- 
oxydase. 

Bamann und Schimke legen ihrem an sich interessanten Befund 
iiber die Hemmbarkeit der d-LG.-Peptidase durch |-Leucin eine Be- 
deutung bei, die ihm u. E. nicht zukommt. Denn gegen eine zentral: 
Stellung des |-Leucins bei der ,,Steuerung des Eiwei®aufbaues‘ 
allein schon unser Befund, wonach die d-Komponente von G-d, |-L. 
rasch und glatt aufgespalten wird, obwohl bei dieser Spaltung ebensoviel 
und ebensorasch |-Leucin gebildet wird wie bei der d, !-LG.-Spaltung. 
Es gibt also auch ,,d-Dipeptidasen‘‘, die in Anwesenheit von |-Leucin 
wirksam sind. Es ware gut, wenn man sich von der Vorstellung fre:- 
machen wiirde, als ob das, was fiir die 1-LG.- oder d-LG.-Spaltung oder 
fiir diejenige eines anderen Di- bzw. Tripeptids gilt, nun auch ohn 
weiteres fiir die Spaltung aller anderen ,,natiirlichen’ oder ,,unnatiir- 
lichen’: Di- bzw. Tripeptide zutreffen miifte. 

Im iibrigen spricht auch der scharfe Unterschied im Spaltungs- 
vermégen der Ausziige fiir d-LG. und G-d-L. in Anwesenheit von 


spricht 


|-Leucin fiir das Vorliegen zweier verschiedener Trager dieses Spaltungs- 
vermogens, d.h. fiir die Existenz einer d-LG.- und einer G-d-L.- 
spaltenden Peptidase. 

,Zum Zwecke der besseren Veranschaulichung und vor allem des 
Enzym-Mengenvergleiches* fiihrten Bamann und Schimke® auBer einer 
modifizierten l- auch eine ,,d-Peptidase-Einheit* ein. Sie bezeichnen 

! Vgl. diese Zeitschr. 310, 131, 1941. — * Naturwiss. 29, 670, 1941. 
— * Z. B. diese Zeitschr. 310, 131, 1941. 
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diese zwar als ,,Leucylglycin-Peptidase-Einheit**, aber sie sprechen dann 
in ihren weitgehenden Folgerungen nur noch von der |- und d-Peptidase 
schlechthin, wodurch beim Leser der Eindruck entstehen kann, als ob 
damit mehr als nur iiber das |- und d-LG.-Wirkungsvermégen der 
Ausziige ausgesagt wiirde. Da noch immer die Meinung besteht, man 
kénne die sogenannte natiitliche Dipeptidase (die alle Dipeptide mit 
natiirlichen Aminosiuren, sofern sie eine freie Amino- und Carboxy!l- 
gruppe tragen, spalten soll) lediglich durch ihre Wirksamkeit gegeniiber 
|.LG. kennzeichnen, so liegt eine gleiche Verallgemeinerung auch der 
an d-LG. gemachten Befunde nahe. Das fiihrt aber genau so wie bei 
der ,,natiirlichen Dipeptidase‘‘ zu einer Vorstellung tiber die ,.unnatiir- 
liche Dipeptidase**, die es auf Grund unserer Ergebnisse ebensowenig 
gibt wie die ,.nattirliche Dipeptidase’’. 

Abgesehen davon sind auch die angegebenen Bedingungen zur 
Bestimmung der ,,d-Peptidase-Einheit** nicht optimal: Denn die 
Geschwindigkeit der d-LG.-Hydrolyse ist nicht in Anwesenheit von 
Mangano-Salz allein maximal, sondern nur in Anwesenheit von Mangano- 
Salz + geniigendem Sulfhydryl (Cystein), also unter anaeroben Be- 
dingungen. AuBerdem schwankt unter jenen Bedingungen die Grébe 
des Mangan-Aktivierungsvermégens, weil sie weitgehend von der 
jeweils vorliegenden Menge SH-haltiger Begleitstoffe abhaingt, die mit 
der Herkunft der Ausziige stark wechselt und in keinem Falle fiir eine 
maximale Aktivierung der d-LG.-Peptidase unter aeroben Bedingungen 
durch Mangano-Salz allein ausreicht. Und wenn es sich um die Be- 
stimmung des d-LG.-Peptidase-Gehaltes reinerer Priiparate handelt, 
so sind die Bedingungen zur Bestimmung der ,,d-LG.-Peptidase-Ein- 
heit*‘ véllig unzureichend. Denn nach der Abtrennung der SH-Begleit- 
stoffe vermag Mangano-Salz (oder Kobalto-Salz) das Enzym unter 
aeroben Verhaltnissen kaum noch zu aktivieren. Wenn also die Ein- 
fiihrung einer ,,d-LG.-Peptidase-Einheit“* jetzt schon einen Sinn haben 
soll, so miissen die Bedingungen, unter denen die Hydrolyse des d-LG. 
zu messen ist, abgeandert werden. D.h. die d-LG.-Hydrolyse darf nur 
in Anwesenheit von Mangan + Cystein unter LuftabschluB durchge fiihrt 
werden. 

Nachst den Bedingungen ist die Beschaffenheit des Substrates fiir 
die genaue Ermittlung der ,,d-Peptidase-Einheit** von ausse hlaggebender 
Bedeutung. Bamann und Schimke sprechen nur von einem d-LG.- 
Praparat der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co. A.-G., Basel, ohne 
dessen Drehung anzugeben und ohne gezeigt zu haben, daB ihr Praparat 
auch maximal gespalten wird. Wie verschieden sich d-LG.-Praparate 
von ,,vorziiglichem Reinheitsgrad’’, wie z. B. D. Albers) sein d-LG.- 


1 Diese Zeitschr. 310, 131, 1941. 
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Praparat (auch ohne Angabe des Drehungswertes) bezeichnet, verhalten 
kénnen, geht aus Tabelle [ hervor. Welches ist der richtige Drehungs 
wert fiir optisch reines d-LG.? Im Schrifttum fanden wir kein 
Angaben dariiber. Die Werte, die F. Fischer! fiir die Drehung seiner 
|.LG.-Praparate angibt, schwanken zwischen («)}, + 81,5 und 
+- 85,999. Ein uns von der Chemischen Fabrik Hoffmann-La Roche & Co 
A.-G., Berlin, dankenswerterweise zur Verfiigung gestelltes d-LG.. 
Praparat besa8 eine Drehung von («)j) - 81°, ein von der Chemischen 
Fabrik Dr. Th. Schuchardt, Gorlitz, bezogenes eine Drehung von 
(a)p — — 88°, und das daraus durch zweimalige Umfallung aus wisseriger 
Lésung (Tierkohle) mit Alkohol-Ather (Peroxyd-frei) gewonnene, cine 
Drehung von (x); - 86,909. Wie verschieden diese Praparate, die 
auf Grund der analytischen Daten ,,chemisch rein‘‘ waren, durch ein 
und dasselbe Enzympraparat gespalten werden, zeigt die Tabelle 1. 
Es ist also notwendig, wenn die ,,d-LG.-Peptidase-Einheit‘ keine 
Labor-Einheit bleiben soll, auch das Substrat genauestens zu kenn- 
zeichnen. 

Im folgenden berichten wir etwas ausfiihrlicher iiber die Trager 
des Glycyl-d-leucin- und Glycyl-d-alanin-Spaltungsvermégens, die wir 
neben der d-LG.-Peptidase in Ausziigen aus frischem und getrocknetem 


Tabelle I. Spaltbarkeit verschiedener d-LG.-Praparate. 
Enzymlésung: 1. Meerschweinchen-Leberauszug. 2. Ein bei der Aceton- 
Fraktionierung von Meerschweinchen-Nierenauszug angefallenes Praparat 

(Fraktion ITT). 
Substrate: 1. d-LG. von F. Hoffmann-La Roche & Co., A.-G., Berlin 
(x)#? = — 81°. 2. d-LG. von Dr. Th. Schuchardt, Gérlitz, («)j? = — 88°. 
3. d-LG. vom 2. Praparat stammend und einmal aus Wasser (Tierkolile) 
mit Alkohol-Ather (peroxydfrei) umgefallt. 4. d-LG. vom 2. Priparat 
stammend und zweimal umgefallt («)j) = 86,9°. 





Spaltung (ecm n/20 K OH) 
Praparat Zusatz ————— 
d-LG. (2) d-LG. (3) d-L@. 


Meerschweinchen-Leber- | 
auszug 0,02 ecm/5 ecm »Mangan + Cystein 0,47 0,62 | 0,86 
Ansatz 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 
Priiparat Zusatz — —_—__— 
_ d-LG. (1) d-LG. (2) 





| ta Sia te 0,01 — 0,02 


“ne ort : Mn 0,14 0,16 
Fraktion aus Meer-  , Co 0.16 0.99 


oe 


schweinchen- Nierenauszug Mn -_ SH 0.99 0.51 


Praparat III einer Aceton- 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 461, 1906. 
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jierischem Material (Leber, Niere, Muskel, Carcinom und Sarkom) auf- 
vefunden haben. Die Beschreibung dieser ,,unnatiirlichen’’ Peptidasen 
stiitzt sich auf ihr Verhalten gegen die d-Komponenten der racemischen 
Dipeptide und nicht — wie wir betonen méichten — gegen die optisch 
reinen d-Dipeptide. Dadurch erhalt die Beschreibung dieser d-Peptidasen 
etwas Unsicheres, denn es ist nicht von der Hand zu weisen, da manche 
der beobachteten Aktivierungs- und Hemmungserscheinungen bei Be- 
nutzung von reinen d-Dipeptiden, wenn auch nicht primzipiell, so doch 
graduell verschieden ausfallen kénnen. Daf neben der d- auch die 
|-Komponente, diese noch etwas rascher als jene, aufgespalten wird, 
also zwei Enzyme zugleich oder nacheinander unter den gleichen Be- 
dingungen wirken und der Einflu8 dieser oft ein entgegengesetzter ist, 
erschwert die Deutung der Erscheinungen auBerordentlich. Eine Nach- 
prifung der wesentlichen Befunde an reinen d-Substraten, die unbedingt 
notwendig ist, war uns leider bisher aus Materialmangel nicht méglich. 

Die G-d-L.- und G-d-A.-spaltenden Enzyme konnten in allen 
untersuchten Ausziigen aus Organen und der Muskulatur normaler wie 
krebskranker Tiere, aus Hiihner- und Ratten-Embryonen, aus Mause- 
Carcinomen und Ratten-Sarkomen nachgewiesen werden. Der Enzym- 
gehalt der Ausziige aus diesem verschiedenen tierischen Material 
schwankte ziemlich stark. In der Regel waren die Nieren-Ausziige 
enzymreicher als diejenigen aus anderen Organen und Geweben. Das 
G-d-L.-Spaltungsvermégen war immer gr6Ber als das G-d-A.-Spaltungs- 
vermégen, in manchen Fallen iiber 10mal, in einem Faille (Meer- 
schweinchen-Leber) sogar mehr als 10Omal. G-d-L. und G-d-A. wurden 
viel rascher gespalten als d-LG.: dies entspricht auch ungefahr dem 
Verhaltnis bei den ,.natiirlichen‘‘ Peptiden. Genauere Angaben iiber den 
G-d-L.- und G-d-A.-Peptidasengehalt der Ausziige bzw. der Organe 
und Gewebe lassen sich infolge Verwendung der racemischen Peptide 
leider nicht machen. 

Da®B die d-LG.-Peptidase von der G-d-L.-Peptidase verschieden ist, 
geht nicht nur hervor aus dem verschiedenen Verhalten dieser beiden 
Enzyme gegen |-Leucin und dem Vermégen der letzteren Peptidase, 
auch die d-Komponente im Racemat (selbst ohne Aktivator-Zusatz) 


glatt zu spalten, sondern auch aus dem Ergebnis von Reinigungs- und 


Trennungsversuchen: Wir konnten nimlich Praparate gewinnen, die 
noch ein auBerordentliches Wirkungsvermégen fiir G-d-L., aber keines 
mehr fiir d-LG. besaBen und solche, die dieses Peptid fast noch so gut 
wie das Ausgangsmaterial, jenes aber nur noch schwach spalteten. 
Zum Unterschied von der d-LG.-Peptidase, die selbst im Rohauszug 
so gut wie unwirksam ist. sind die G-d-L.- und G-d-A.-Peptidasen im 
Glycerinauszug und auch noch in reineren Praparaten — wenn auch 
darin viel schwacher — unter aeroben Bedingungen wirksam. Sie ver- 
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mégen also ihr aus den Zellen stammendes Metall (dessen Natur noc} 
festzustellen ist) fester zu binden und auch seine Zweiwertigkeit besse1 
zu bewahren. Ihr Metallgehalt reicht jedoch zur maximalen Aktivitit 
unter aeroben Bedingungen nicht aus. Deshalb werden auch sie noch 
durch Mangan + Sulfhydryl aktiviert, in reinerem Zustand sehr vie| 
stirker als im ungereinigten, d.h. so wie sie im Rohauszug vorliegen 
Genau so wie die d-LG.-Peptidase sind auch die G-d-L.- und G-d-A 

spaltenden Peptidasen in vitro nur unter anaeroben Bedingungen in 
Gegenwart eines Schwermetalls optimal wirksam. 

Zur weiteren Kennzeichnung der beiden ,,unnattirlichen’’ Peptidasen 
haben wir noch ihr Verhalten in reinerem Zustand gegen einige Metall: 
und Komplexbildner, wie Biausdure, Cystein, Pyrophosphat und Fiuorid 
untersucht. Sie haben sich dabei nicht gleichsinnig verhalten. Aut 
schluBreich ist vor allem der verschiedene EinfluB der Komplexbildner: 
Blausiure hemmt beide Enzyme, Cystein nur das G-d-L.-spaltende 
Pyrophosphat nur das G-d-A.-spaltende, wahrend Fiuorid gegen beide 
fast indifferent ist. Daraus scheint hervorzugehen, dab die G-d-L.. 
Peptidase ein anderes Schwermetall als die G-d-A.-Peptidase enthalt 
Bemerkenswert diinkt uns ferner die starke Hemmung der ersteren 
durch Mangan wie auch durch Cystein allein, im Gegensatz zur kraftigen 
Aktivierung durch die Kombination beider Substanzen. 

Die vergleichende Untersuchung des Verhaltens der , ,natiirlichen’ 
und ,,unnatiirlichen‘‘ GL.- und GA.-Peptidasen der gleichen Praparate 


unter den gleichen Bedingungen ergab folgendes: Der Einflu der 


verschiedenen Zusatzstoffe auf die G-]-L.- und G-d-L.-spaltenden 
Enzyme ist im groBen ganzen der gleiche, mit Ausnahme desjenigen 
der Kombination Mangan + Cystein: Diese hemmt namlich das ,,natiir- 
liche** Enzym, wenn auch nur schwach, aktiviert aber das ,.unnatiir 
liche*‘ stark. Auffallend ist auch das Verhalten der G-l-A.- und G-d-A.- 
spaltenden Peptidasen gegen Cystein: Jene wird stark gehemmt, diese 
nicht. Da unter diesen Bedingungen die |-Komponente des Racemats 
G-d,1-A. nicht einmal zu 50% gespalten wird, ware eine Aktivierung 
der G-d-A.-Peptidase durch Cystein anzunehmen. 

Die Klarung der beobachteten Aktivierungs- und Hemmunys- 
erscheinungen, insbesondere des Einflusses von Mangan — Cystein aut 
die G-d-L.-Peptidase, war aus verschiedenen Griinden ziemlich schwieriz 
Wir schildern diese Schwierigkeiten etwas ausfiihrlicher, weil solche 
auch bei anderen d-Peptidasen auftreten kénnen und unsere Erfahrung 
vielleicht dann von Nutzen ist. Schwierigkeiten bereiteten die Substrate 
und das merkwiirdig verschiedene Verhalten der G-d-L.-spa'tenden 
Peptidase in den Ausziigen verschiedener Herkunft. Von vornherein 
muBten wir ja wegen des Mitspaltens der |-Komponente und des ver- 
schiedentlich entgegengesetzten Verhaltens der |- und d-Peptidspaltung 
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in Anwesenheit bestimmter Zusatzstoffe auf Deutungsschwierigkeiten 
gefaBt sein. Viel unangenehmer war die Feststellung, daB Praparate 
eines und desselben Peptids verschiedener Herkunft, kauflich erworbene 
und selbst dargestellte — obwohl sie ,,chemisch rein‘*, also miteinander 
identisch waren —, sich enzymologisch als sehr ungleichwertig erwiesen!. 
Die von uns dargestellten verschiedenen .,chemisch reinen’* Chargen,. 
z. B. von G-d,|-L., wurden enzymologisch erst gleichwertig, nachdem 
sie Mehrma!s mit Tierkohle umkristallisiert waren, wobei sich weder ihr 
N-Gehalt. ihr (an sich wenig charakteristischer) Zersetzungspunkt noch 
ihr Aquivalentgewicht auf Grund des Carboxylwertes anderten. Wir 
haben daraus die Lehre gezogen, daB man sich von allen Substraten 
..Standardpraparate’’ herstellen soll, um das neu in den Versuch zu 
nehmende Praparat, nachdem es nach seiner chemischen Reinheit 
wenigstens noch zweimal mit Tierkohle umkristallisiert ist, mit dem 
Standardpraparat in bezug auf Spaltungsgeschwindigkeit in Ab- und 
Anwesenheit z. B. von Mg, Mn, Co, Zn, Cystein und Mn -+ Cystein 
sorgfaltig zu priifen. 

Eine weitere Quelle des Irrtums war das verschiedene Verhalten 


des G-d-L.-spaltenden Enzynis in den Ausziigen verschiedener Herkunft 


1 In diesem Zusammenhang sei mit freundlicher Erlaubnis von Herrn 
Prot. W.Grassmann folgender Abschnitt aus der Dissertation 7’. Peters, 
Miinchen 1931, angefiihrt: ,,....Es muB hier iiberhaupt darauf hingewiesen 
werden, daB die mégliche Anwesenheit analytisch viélfach nicht mehr 
nachweisbarer Verunreinigungen in den Substraten usw. bei allen Versuchen 
iiber Spezifitait und Hemmbarkeit der Peptidasen eine zu wenig beachtete 
Fehlerquelle darstellt, die fiir zahlreiche, unerwartete und verwirrende 
Versuchsergebnisse verantwortlich gemacht werden kann. Wird doch z. B. 
die Dipeptidase unter geeigneten Bedingungen durch Schwefelwasserstoft 
noch bei einer Konzentration von 10-® Mol/Liter nahezu vollstandig, bei 
10-7 Mol/Liter weitgehend gehemmt. Aus diesem Grunde kommt z. B. den 
im experimentellen Teil mitgeteilten Versuchen iiber die Unspaltbarkeit 
des Diglycyleystins vorliufig keine entscheidende Bedeutung zu; denn in 
diesem Peptid, das nach der Vorschrift von E. Fischer nur in amorphem 
und nicht véllig reinem Zustande gewonnen wird, hat man jedenfalls mit 
der Anwesenheit schwefelhaltiger Beimengungen zu rechnen. In diesem 
Zusammenhange mag erwahnt werden, daB im Verlaufe dieser Untersuchung 
ein Praparat des d,1-Leucylglycins untersucht wurde, das sich trotz ein- 
wandfreier analytischer Zusammensetzung und Beschaffenheit und im 
Gegensatz zu allen bisher von uns verwandten Préparaten dieses Peptids 
fiir Dipeptidase als nahezu unspaltbar erwies und diese Eigenschaft auch 
nach dreimaligem Umkristallisieren beibehielt. Auch eine Beobachtung 
von A, Fodor, derzufolge das Glycyl-leucin im Racemat, also in Gegenwart 
seines Antipoden rascher zerlegt wird als das optisch einheitliche Peptid 
fiir sich allein, ist vermutlich auf anwesende Verunreinigungen im |-Peptid 
zuriickzufiihren. Im Gegensatz zu dem Befunde A. Fodors finde ich, dab 
die Zerlegung des optisch reinen Peptids — wie zu erwarten ist rascher 
erfolgt als die des Racemats...* 
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gegen Zusatzstoffe, vor allem gegen die Kombination Mangan — Cystein 
Das Wirkungsvermégen der zuerst benutzten Glycerinausziige aus 
Meerschweinchen-Lebern und -Nieren fiir G-d-L. wird, ebenso wie das 
fiir G-]-L., durch diese Kombination ziemlich gehemmt, das fiir G-d-A 
aber gesteigert. (Aus diesem Grunde wurden viele Auswertungen 
anfanglich ohne Zusatz von Mangan + Cystein durchgefithrt.) Wir 
waren deshalb iiberrascht, als wir beobachteten, da die Wirksamkeit 
reinerer Praparate aus diesen Ausziigen in Anwesenheit der Kombination 
auperordentlich gesteigert wurde. Die erneute Priifung der Wirksamkeit 
zahlreicher Glycerinausziige aus verschiedenem Material in Anwesenheit 
von Mangan + Cystein hat dann gezeigt, dai es von der Herkun/t det 
Ausziige abhingt, ob sein G-d-L.-Spaltungsvermégen durch Mangan 

Cystein aktiviert, nicht nennenswert beeinfluBt oder sogar gehemmt 
wird. Welches die Griinde fiir dieses verschiedene Verhalten ein und 
desselben Enzyms in den Ausziigen verschiedener Herkunft gegen die 
gleichen Zusatzstoffe sind, kénnen wir noch nicht mit Bestimmtheit 
sagen. DaB aus Ausziigen, in denen dieses Enzym durch Mangan 

Cystein gehemmt wird, reinere Praparate gewonnen werden k6énnen, 
deren Enzym dann sogar stark aktiviert wird, deutet auf das Vorliegen 
bestimmter Begleitstoffe als Ursache des anfanglichen Verhaltens des 
Enzyms hin. Die in allen diesen Ausziigen noch mit vorkommende 
G-d-A.-spaltende Peptidase wurde bisher regelmabig aktiviert. Lhre 
Aktivierbarkeit auch in reineren Praparaten war aber nie so groB wie 
diejenige des G-]-L.-spaltenden Enzyms. 


Beschreibung der Versuche, 
I. Ausgangsmaterial und Versuchsbedingungen. 


1. Die Organe (Lebern und Nieren) aus normalen, carcinomatosen 
und sarkomatésen Tieren, Muskulatur, Mause-Carcinome (Stamm 
Ehrlich) und Ratten-Sarkome (Stamm Jensen) wurden sofort nach dem 
Entbluten der Tiere entnommen, gut zerkleinert und mit 2 Teilen Glycerin 
(D. A. B. 6) unter 6fterem Schiitteln 2 Tage bei Zimmertemperatur 
extrahiert. Durch 30 Minuten langes Zentrifugieren bei 10000 U min 
trennten wir den Extrakt vom Ungeldésten und filtrierten jenen durch 
Filter (Schleicher & Schill, Nr.420a, diinn). Die Ausziige wurden 
bei + 2° im Kiihlschrank aufbewahrt. 

2. Als Substrate dienten selbst dargestelltes Glycyl-d, l-leucin 
(G-d, 1-L.) und Glyeyl-d, l-alanin (G-d,1-A.), die trotz analytischer 
Reinheit noch dreimal mit Tierkohle umkristallisiert waren. Das 
d-Leucyl-glycin (d-LG.) hatte uns die Chemische Fabrik F. Hoffmann- 
La Roche & Co., A.-G., Berlin, dankenswerterweise zur Verfiigung ge- 
stellt; seine Drehung war (x);) = — 81°. Ein weiteres Priparat stammte 
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von der Chemischen Fabrik Dr. 7'h. Schuchardt, Gérlitz. Seine Drehung 
war (a)j) == 889, es wurde zweimal aus Wasser (Tierkohle!) mit Alkohol- 
Ather umgefallt und zeigte dann die Drehung (x)j) — 86,90°. Mit 
diesem d-LG.-Praparat sind alle Bestimmungen (mit Ausnahme der in 
Tabelle I, wobei das erste Praparat benutzt wurde) durchgefiihrt worden. 
In unserer Versuchsanordnung entspricht in der 2-cem-Titrationsprobe 
ein Aciditatszuwachs von 2.40 ccm n 20 KOH einer 50°%igen, von 
480 ccm einer 100° igen Aufspaltung der Racemate. Im d-LG.- 
Versuch entspricht ein Aciditatszuwachs von 1,20 cem n/20 KOH 
einer 100% igen Aufspaltung. Der Aciditaétszuwachs wurde nach 
R. Willstatter und EF. Waldschmidt-Leitz ermittelt. In den Tabellen 
sind die Werte fiir den Blindversuch abgezogen. 


3. Die m/Konzentration der Zusatzstoffe in den Versuchen war: 
m/1l00 Mg, m/1000 Mn, Co und m 10000 Zn, bei der Kombination 
Mn +- Cystein im Glycylpeptid-Ansatz m/1l000 — m/200, im d-L@.- 
Ansatz m/1500 + m/250, m/100 Blausiure, Na-pyrophosphat und Na- 
fluorid und m/125 Cystein. Benutzt wurden die Sulfate der Metallsalze, 
die analysenreine Praparate von EL. Merck, Darmstadt, waren. 


4. Das Volumen der Ansitze betrug in der Regel 5 ccm, das py 8 
(ohne Puffergemisch-Zusatz); dieses stieg bei weitgehender Aufspaltung 
der Racemate ziemlich stark an. Wir haben aber diesen py-Anstieg in 
Kauf genommen, weil das Arbeiten ohne puffernde Salzgemische gréBere 
Vorteile besitzt. Die Spaltungstemperatur war 40°, die Spaltungsdauer, 
wenn nichts anderes in den Tabellen angegeben ist, 20 Stunden. Die 
Fliissigkeit in den 5 cem-MeBkélbchen mit gut eingeschliffenen Stopfen 
wurde mit Toluol ttberdeckt. Enthielten die Ansatze Cystein oder Metall 
+ Cystein, so wurde die Luft aus den K6lbchen durch Stickstoff ver- 
drangt und die Stopfen leicht eingefettet. Am Ende des Versuchs 
mu8 mittels Ammoniak und Nitroprussid-Natrium auf Cystein gepriift 
werden. Ansitze, die keine deutliche SH-Reaktion mehr zeigen, diirfen 
nicht gewertet werden. 


II. Vorkommen von G-d-L.-, G-d-A.- und d-LG.-Peptidasen. 

Wie die Tabellen LI und IIL belegen, ist der tierische Organismus 
bzw. dessen intracellulires Proteasen-System befahigt, nicht nur 
optisch reines d-LG., sondern auch die d-Komponenten der racemischen 
Dipeptide G-d,1-L. und G-d,1-A. glatt zu zerlegen. Zum Unterschied 


vom d-LG. vermégen die Glycerinausziige G-d-L. und G-d-A. auch 
schon ohne Aktivator-Zusatz weitgehend aufzuspalten, doch wird die 
Wirksamkeit der fiir die G-d-L.- und G-d-A.-Spaltung verantwortlichen 
Enzyme durch Mangan + Cystein noch mehr oder minder gesteigert. 
Diese Wirkungssteigerung tritt aber nicht bei allen Ausziigen in Er- 
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Tabelle Il. Vorkommen der d-LG.-, G-d-L.- u nd G-d-A.-spaltenden | 
Peptidasen in tierischem Material. belegt durch das 
Wirkungsvermoégen von G lycerinausziigen aus diesem. 

Spaltung (cem n20 KOH) 
Auszug ngew: ndt A angewandt rowandt d-LG 
aus in 5e “ “ G-d I-L. a ‘ees G-d, 1-A. _? ) can an ‘s H 
Ansatz 100 % Ansatz 100 % Ansatz 100 © 
4 4,80 cem st 4,80 ccm é 1 20 cc 
ecm ecm ecm yo COI 
| 0,050 4,00 ; 
iil 0,025 4,71 0,025 3,63 0,025 0,78 \ 
vancuneieateeni } 0010 406 = 0,010 2,10 0,0125 0,42 
0,0025 1,91 —_ 
) 
| — 0,500 3,24 
a 0,025 4,15 0,250 2,55 0,025 0,87 
Kaninchen-Leber | 0,010 3.66 0,100 37 0,0125 0,48 
9,0025 2,2 
0,050 3,90 0,050 0,68 
Meerschweinchen- 0,025 4,64 0,025 3,45 0,025 0,37 
Niere | 0,010 3,98 ‘ 
0,0025 2,29 0,0025 2,19 
‘ 0,500 2,95 
Meerschweinchen- | 0,025 4,55 0,250 2,41 0,025 0,72 : 
Leber | 0,010 3,92 ae ¢ 
0,005 3,21 0,005 2,29 
Meerschweinchen- | 0,100 3,97 0,500 2,77 0,500 0,37 t 
Muskel 1 0,050 3,22 0,050 2,09 
a 
0,025 4,08 0,025 3,69 0,050 0,82 ‘ 
Ratten-Niere 0,010 3,34 0,010 2,85 0,025 0,40 
0,005 2,76 0,005 2,44 t 
* 
ee, ba { 0,050 3,66 0,500 3,60 0,100 0,54 ; 
Ratten-Leber 1 0,025 2°69 0,250 2 50) d 
{ 0,075 4,08 - 0,100 0,79 
Ratten-Sarkom { 0,050 3,65 0,500 2,39 0,050 0,42 l 
| 0,025 2,82 0,025 2,27 
ap 99 QF 
Ratten- Sarkom 0 OR: 3 39 0, io 2,20 0,100 0,35 
(Nekrotischer 0.100 3'09 iz: a r 
Anteil) | 0,050 | 241 | 0050 214 | 
| 0,100 4,08 0,100 3,89 0,100 0,66 a 
Miuse-Niere || 0,050 3,03 ~ 0,050 0,32 , 
|| 0025 | 2.63 | 0025 | 2,76 
a 
0,500 2,36 0,100 0,47 I 
a It al | 0,100 4,54 
Mause-Leber 0,050 584 0,050 2,97 ( 
| 0,010 2,68 
| | 0,200 4,56 0,200 2,55 0,200 0,71 
Mause-Carcinom ; || 0,100 3,81 0,100 0,43 
, ( 
0,050 2,88 0,050 2,42 d 
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Tabelle [1]. EinfluB von Mangan + Cystein auf die Wirksamkeit 
von Glycerinausziigen aus tierischem Material gegeniiber 


G-d,l-L. und G-d,1-A. 





Spaltung (cem n/20 K OH): 4,80 cem 100% Spaltung 


angewandt 


Auszug angewandt . ' 
aus im 5 ecem- G-d, I-L. im 5eem- Ga-d, 1-A. 
Ansatz Ansatz 
eem Mn + SH cem Mn+ SH 
a seria Pah 0,010 3,93 2.86 0,010 2,68 4,50 
Kaninchen-Niere 0,005 2.88 2,70 0,005 1,62 2.81 
Meerschweinchen- — | P " ‘ . 
w ),00 3,38 okt 500 2 16 2.6 
5 shee | 0,005 3,55 1,15 0,506 16 8 
Meerschweinchen- — | P - - 
: “ 0,00: 3.17 8 1,010 29 3.6% 
Niere | 005 3,14 1,68 0,01 8 3,65 
ton.Lahar ||| 9026 2,76 3,60 0,250 3,34 4,10 
Ratten-Leber | 0125 2°84 351 
Ratten-Niere 0,025 3,83 3,20 0,025 3,10 3,86 
Ratten-Sarkom 0,050 3,74 2,93 0,500 2,44 2,90 
Mause-Leber 0,025 2.61 3,48 0,500 3,00 3,71 
Mause- Niere 0,025 2,73 4,12 0,050 2,02 3,42 
Mause-Carcinom 0,100 2,41 3,29 0,500 2,38 3,05 


scheinung: In einigen Fallen, z. B. besonders deutlich bei Meerschwein- 
chen-Leber- und -Nierenausziigen, hemmt sogar die Kombination. 
Von den bisher gepriiften Ausziigen aus dem verschiedensten 
tierischen Material waren die aus Nieren der verschiedenen Tierarten 
Die Leberausziige enthielten in der Regel sehr 
Dieses Verhaltnis 


am enzymreichsten. 
viel mehr G-d-L.- als G-d-A.-spaltende Peptidase. 
trafen wir auch bei den Impfgeschwiilsten der Maus und der Ratte an. 
Selbst Muskelzellen verfiigen tiber diese Enzyme wie auch tiber die 
d-LG.-spaltende Peptidase in merklichen Mengen }. 


IIT. Reinigungsversuche und die Aktivierung der G-d-L.- und G-d-A.- 
Peptidasen im reineren Zustand. 


Zur besseren Kennzeichnung der ,,d-Dipeptidasen** wurde versucht, 
reinere Enzympraparate darzustellen. Auf Grund unserer Erfahrung 
bei der Anreicherung , natiirlicher*‘ Peptidasen? haben wit dazu Glycerin- 
ausziige aus Meerschweinchen-Nieren und -Lebern als Ausgangs- 
material gewablt, weil sich darin die ,,natiirlichen*’ Dipeptidasen und 
auch das d-LG.-spaltende Enzym gegen Reinigungsmafinahmen ver- 
haltnismaBig widerstandsfahig gezeigt haben. Auch die G-d-L.- und 
G-d-A.-Peptidasen erweisen sich darin als so stabil, daB sie gereinigt 


1 Entgegen der Meinung von H. Herken, A. Schmitz u. R. Merten 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 275. 31, 1942), die Muskelzellen enthielten keine 
d-LG-Peptidase. 2 VIII. Mitteilung, diese Zeitschr. 811, 29, 1941/42. 
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werden kénnen. Dagegen fallen sie zusammen mit der d-LG.-Peptidase 
und einigen ,,natiirlichen’‘ Peptidasen in den Ausziigen aus Kaninchen 
Niere, Ratten-Leber und -Sarkom bei bestimmten Reinigungsmaj}. 
nahmen der Zerstérung anheim. Der bei Verwendung z. B. von 
Meerschweinchen-Nierenauszug bestehende Vorteil, d.i. die gréfere 


Bestandigkeit aller Peptidasen — der ,.natiirlichen‘‘ wie der ,,unnatiir 
lichen** — gegen ReinigungsmaBnahmen, muBte mit einem Nachtei/ 


erkauft werden: Da die G-d-L.-Peptidase im Meerschweinchen-Nieren 
auszug durch Mangan + Cystein, wie erwaihnt, ziemlich gehemmt, in 
daraus gewonnenen reineren Praparaten aber stark aktiviert wird, wirkt 
sich dies ungiinstig bei der Bewertung der ReinigungsmaBnahmen aus 
und erlaubt keinen genaueren Mengenvergleich. 

Bei der Gewinnung reinerer Priaparate sollte auch festgestel|t 
werden, nach welchen ReinigungsmaBnahmen die im Meerschweinchen 
Nierenauszug vorliegende G-d-L.-Peptidase durch Mangan + Cystein 
nicht mehr gehemmt, sondern aktiviert wird. Um diese Frage vorweg- 
zunehmen, ist in Tabelle LV dem Verhalten des Enzyms im Glycerin- 
auszug dasjenige des Enzyms in reineren Enzymlésungen gegen Mangan 
-+- Cystein gegeniibergestellt. 


Tabelle [V. Aktivierbarkeit der G-d-L.-Peptidase verschiedenen 
Reinheitsgrades durch Mangan + Cystein, 
Ein Aeciditaétszuwachs von 2,40 cem n/20 KOH entspricht einer 50°, igen 
Spaltung. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 


Priiparat G-d, 1-L. 
Mn + SH 
Meerschweinchen-Nieren-Glycerinauszug ....... 3,64 2,93 
NG NOU oie cis bo ose nsng Voplieie oka se 3,48 3,61 
PING 50 5 545 o a 363 8b nd. Ri ee 3,19 3,56 
Pe Sesser ke es 2,38 4,03 
” ” ee ee ere rT yee 1,64 3,87 


Den Angaben in Tabelle IV ist zu entnehmen, da der hemmende 
Einflu8 der Kombination auf das im Glycerinauszug G-d-L.-spaltende 
Enzym schon nicht mehr im dialysierten Auszug vorhanden ist und dat) 
die Aktivierbarkeit dieser d-Peptidase mit fortschreitender Reinheit 
der Praparate stark zunimmt. 


1. Dialyse. 

Der EinfluB8 einer dreitigigen Dialyse gegen destilliertes Wasse1 
vom px etwa 8 bei Zimmertemperatur auf das Wirkungsvermégen des 
Glycerinauszuges auch fiir ,,unnatiirliche’’ Peptide geht aus den An- 
gaben in Tabelle V hervor. 
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Tabelle V. 

Wirkungsvermoégen eines dialysierten Meerschweinchen-Nieren- 
auszuges fiir ,unnatiirliche’ und ,natiirliche’ Peptide. 
Beispiel: 10 cem Glycerinauszug, mit 10 cem Wasser verdiinnt und mit 
einem py Von 8,5, wurden aus einem Cellophanschlauch 3 Tage bei Zimmer- 
temperatur unter Toluol gegen 3 Liter dest. Wasser von py etwa 8 dialysiert. 
Das Wasser wurde taglich erneuert. Endvolumen nach dem Einstellen des 
py auf 8 und der Abtrennung eines ziemlich reichlichen Niederschlages 60 ecm. 
Die angewandten Mengen des Ausgangsmaterials und der dialysierten Lésung 
in den Spaltungsansaétzen sind in tabellarischer Form zusammengestellt, 
wobei zu beriicksichtigen ist, daB wegen der Volumen-Zunahme an sich 
sechsmal mehr als vom Glycerinauszug zu nehmen war. Es sind aber dariiber 
hinaus tiberall noch 50°; mehr genommen worden. 





Angewandte ecem des Glycerinauszuges und dialysierten Auszuges bei 


LG. AG. GG, LGG. AGG. GGG. GL. GA. d-La. 


Auszug...... 0,005 0,002 0.0025 0,005 0,0025 0,005 0,01 0,01 0,05 
Dialysat..... 0,045 0,018 0,023 0,045 0,023 0,045 0,09 0,09 0,45 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 


Spee e G-d, I-L G-d,1-A. d-LG. 
Praparat 4 1-LG. 4, 1-AG. GG. d,1-LGG. d,|-AGG. GGG. - 


Mu Mn Mn 
Mn : Co Mn - — SH SH SH 
Auszug ..../|| 1,16: 1,68 {1,04 0,80 0,88 (0,72 3,51:2,78 3,22 3,62 | 0,83 
Dialysierter 
Auszug .. 1,27 1,09 |1,37; 1,17 1,34 1,28 2,933,12 3,32 4,01) 0,89 


Durch die Dialyse ist das Wirkungsvermdégen fiir alle gepriiften 
, natiirlichen’ und ,,unnatiirlichen’* Peptide schwacher geworden, am 
deutlichsten fiir AG. und GL. Durch die WirkungseinbuBe gegen 
letzteres Peptid ist auch das urspriingliche Verhaltnis der G-d-L.- zur 
G-d-A.-Spaltung zugunsten der letzteren verschoben worden. 


2. Aceton-Fallung und -Fraktionierung. 

Aus dem mit Wasser etwas verdiinnten Glycerinauszug werden die 
Peptidasen durch Zusatz von 2 Volumen Aceton ausgefallt. Praparate, 
die unter den gleichen Bedingungen nochmals umgefallt sind, besitzen 
ungefahr das in Tabelle VI angegebene Wirkungsvermégen fiir , ,natiir- 
liche’* und ,,unnatiirliche‘‘ Peptide. Bei diesen Fallungen werden 
verhaltnismaBig groBe Mengen Proteine infolge Denaturierung wasser- 
unléslich. Der Peptidasen-Verlust kann dabei tiber 50°, betragen. 

Die ,,unnatiirlichen*‘ Peptidasen im Kaninchen-Nieren-, Ratten- 
Leber- und Ratten-Sarkomauszug werden zusammen mit einigen 
,natiirlichen’’ Peptidasen bei der Acetonfallung weitgehend zerstért'. 


1 Vgl. die Auswertung solcher Praparate in der XV. Mitteilung dieser 
Reihe, diese Zeitschr. 318, 156, 1942. 
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Tabelle VI. Wirkungsvermoégen eines aus Meerschweinchen 
Nierenauszug durch Aceton ausgefallten Praparates fiir ,natii: 
liche* Di- und Tripeptide und ,unnatiirliche* Dipeptide. 


Beispiel: 15 ¢cm eines Meerschweinchen-Nieren-Glycerinauszuges wurden 


mit der dreifachen Menge Wasser verdiinnt (py etwa 8), gut gekiihlt 
und mit 2 Volumen tiefgekiihltem (séurefreiem) Aceton unter Riihren mit 


einem Thermometer (der zur Kontrolle der Temperatur dient, die nicht + 2° 


iibersteigen soll) langsam versetzt. Den sich rasch abscheidenden Nieder- 
schlag trennte man auf der Zentrifuge ab, verriihrte ihn sorgfialtig mit 


Wasser bei py etwa 8,5 und klarte die Suspension. Die klare Lésung wurde 


unter den gleichen Bedingungen nochmals mit Aceton (Na-acetathaltig 
versetzt, der Niederschlag mit alkalisechem Wasser verriihrt, wobei erneut 
ein merklicher Anteil ungelést blieb, usw. Endvolumen der schwach gx 


farbten, aber klaren Lésung von py 8 30 ccm. 1 cem davon enthielt 5,50 my 


Trockenriickstand (105°). 
Von dieser Enzymlésung wurden 0,08 ccm im LG.-, GL.-, GA.-, LGG 
AGG.- und GGG.-Versuch, 0,032 cem im AG.-, 0,04cem im GG.- und 
0,10 com im d-LG.-Versuch angewandt. Einer 50° ,igen Di- baw. Tripeptid- 
Spaltung entspricht in der 2-eem-Probe ein Aciditétszuwachs von 2,40 bzw. 
2,00 cem n/20 KOH. Im d-LG.-Versuch bedeuten 1,20 cem n/20 KOH 
eine 100% ige Spaltung. 
Die Spaltungswerte sind mit den in Tabelle V fiir den Glycerinauszug an- 
gegebenen zu vergleichen. 





Spaltung (n/20 KOH) 
d,I-LG. 'd,1-AG.| GG. '4,1-LGG..4,1-AGG., ace, || 4-4 IL. G-d, FA. d-LG 


Mn are Co Mn ai : Mn +SH Mn+SH Mn-SH 
1,03 1,44 0,87 1,19 0,00 0,02 3,25: 3,57 2,86 3,87 0,71 
0,79* 0,70 ** 


* Wirkung von 0,80 cem Enzymlésung, d. i. 10mal mehr. ** Wirkung von 1,60 cem Enzyim- 
losung, d.i. 20mal mehr. 


Bei der Darstellung von Peptidasen-Praparaten durch fraktionierte 
Fallung der Eiweibstoffe eines Glycerinauszuges mittels Aceton ist die 
Enzymausbeute besser, wenn man direkt vom Auszug ausgeht und 
nicht von dem durch 2 Volumen Aceton ausgefillten Praparat. Auch 
bei der Fraktionierung des Auszuges werden viel Proteine denaturiert 
und dies mag den ziemlichen Verlust an peptidatischem Wirkungs. 
vermégen mitbedingen. Wahrend wir mit Meerschweinchen-Leberauszug 
ihnliche Resultate erhielten, wurden bei Versuchen mit Ausziigen aus 
Kaninchen-Nieren, Ratten-Lebern und -Sarkomen unter den gleichen 
Bedingungen die ,,unnatiirlichen‘‘ und einige ,.natiirliche’’ Peptidasen 
fast vollstandig zerstért!. 

Beispiel fiir das Verhalten ,,unnatirlicher®* und ,.natiirlicher** Peptidasen 
hei der Aceton-Fraktionierung eines Meerschweinchen-Nierenauszuges. 25 cem. 


' Vgl. dazu die Auswertungen solcher Praparate in der XV. Mitteiluing, 
diese Zeitschr. 318, 156, 1942. 
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Glycermauszug versetzte man nach dem Verdiinnen mit 75 ccm Wasser, 
Einstellen des py auf 8,5 und Abkiihlen auf 0° unter Riihren mit 50 cem 
tiefgekiihltem (saéurefreiem) Aceton (wobei die Temperatur nicht tber 
t 2° steigen soll). Nach ungefahr einer halben Stunde wurde der Nieder- 
schlag auf der Zentrifuge abgetrennt, mit Wasser im Zentrifugenbecher 
bei py etwa 8,5 gut verriihrt, die Suspension geklirt, die klare Lésung unter 
den gleichen Bedingungen mit Aceton versetzt und der Niederschlag bei py 
etwa 8 gelést. Endvolumen der Lésung nach dem Kliiren und Einstellen 
von pq = 8 50cem, 1 ecem der fast wasserklaren Losung enthielt 3,25 mg 
Troekenriickstand (105°) (Fraktion 1). Der auf Zusatz von weiteren 50 ccm 
Aceton (in der Kialte) zur Mutterlauge sich ausscheidende Niederschlag 
wurde wie der erste aufgearbeitet. Endvolumen der schwach hellbraun 
gefarbten Lésung 50 cem, von der 1 cem 5,10 mg Trockenriickstand enthielt 
(Fraktion II). Aus der Mutterlauge (50°, Aceton enthaltend) fiel nach 
Zugabe von 100 cem Aceton fast sofort ein Niederschlag aus, der wie die 
hbeiden vorigen aufgearbeitet wurde. Endvolumen 50 ccm klare, wasserhelle 
Losung, wovon 1 cem 1,45 mg Trockenriickstand enthielt (Fraktion III). 
Die Mutterlauge blieb bei weiterem Aceton-Zusatz klar; die nach dem 
Verdampfen des Acetons im Vakuum bei tiefer Temperatur verbleibende 
wasserige Lésung war peptidatisch wirkungslos, Auswertung der Praparate 


in Tabelle VII. 


Tabelle VII. Auswertung der bei der Fraktionierung des Meer- 

schweinchen-Nierenglycerinauszugs angefallenen Praparate. 

Die in den Spaltungsversuchen angewandten Mengen der Enzymlésungen 
sind tabellarisch zusammengestellt. 





Angewandte Mengen des Glycerinauszuges und der reineren Enzymlésungen 
in ccm bei 


; LG. AG. GG. LGG. AGG. GGG. GL. GA. d-LG 


Auszug .... | 0,005. 0,002 0,0025 0,005 0,0025) 0,005 0,01 0,01 | 0,05 


0,25 0,50 
0 95 


0,10 0,10 
0,25 0,256 
0,25 0,25 | 0,50 
0,50 0,50 0,25 


Fraktion I 0,05 0,02 0,025 | 0,05 0,05 0,05 0,50 


ve II 0,05 0,02 0,025 0,05 0,05 0,05 0,50 


ie III 0,05 0,02 0,025 0,05 0,05 0,05 





, Natiirliche‘* Peptid-Spaltung (ecm n 20 KOH; 


Priiparat d,1-LG. d.1-AG. Gad, 4,1-LGG d.1-AGG. GGG. 
eos i og eee were Co , Mn 
s 
Auszug .... 0,48 1,19 || 1,74 0,31 1,21 0,42 0,83 0,91 0,76 
Fraktion I 0,30 0,92 0,21 0,26 1,00 || 0,10 | 0,20 0,00 0,00 


se II 0,16 1,48 0,30 0,14 1,19 || 0,44 | 1,66 0.03 0,01 
- Ill 0,00 0,07 0,26 0,00 0,08 0,00 | 0,05 -—0,03 0,02 
9 Ill 0,72 || 2,40* — 0,90 0,62 0,09 0,06 
(10 mal mehr) 
* Die Wirksamkeit gegeniiber AG. ist in Wirklichkeit gréBer als der Wert besagt. 0,10 cem der 
Fraktion III (d.i. nur 5mal mehr) ergaben einen Acidititszuwachs von 1,48 cem n/20 KOH 
Biochemische Zeitschrift Band 313. 10 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 





, Unnatiirliche’’ Peptid-Spaltung (cem n/20 KOH) 


Priiparat G-d,1-L. G-d, 1-L. d-LG 
- — | Mn+8H| — #£| Mn+8H/| Mn+sH 
NR oS Sea e Ws 4 3,70 3,05 3,30 3,74 0.74 
949 2 
Ppa ket; ; 299 | 2,42 3,08 
jy 4 et er eee 1,86 3,29 2°01 267 0,02 
| 1,14 3,37 1,90 3,00 

i Pee etree oh | 265 4,99 328 4,46 oi 

III | 2,28 2,82 2,41 2,51 0.69 

3) SRR Re he's \ 3,13 4,27 2,55 2,95 0,37 


Dem in Tabelle VII wiedergegebenen Auswertungsergebnis |al}1 
sich in bezug auf die , natiirlichen’: Peptidasen ungefaihr das Folgend 
entnehmen: Das urspriingliche Wirkungsvermégen des Auszuges fii: 
AGG. und GGG. ist bei der Fraktionierung zerstért worden, dem 
keine Fraktion (und auch die nicht angefiihrte Mutterlauge) vermay 
diese Tripeptide praktisch mehr zu spalten; dagegen hat das fiir LGG 
nur wenig gelitten. Stark zuriickgegangen ist auch die Wirksamkeit 
gegentiber AG., waihrend sich die gegeniiber LG. und GG. einigermabe: 
gehalten hat. 

Vergleicht man das Spaltungsverhiltnis beispielsweise fiir LG 
und LGG. im Auszug mit dem in den einzelnen Fraktionen, so findet 
man es entweder zugunsten der LG.- oder der LGG.-Spaltung ziemlich 
verschoben, wie dies die folgende Zusammenstellung deutlich zeigt 


LG.-: LGG,-Spaltung durch den Auszug = 1,19: 0,83 
Fraktion [ = 0,92: 0,20 

e ‘7 ”» Il = 1,48: 1,66 

» ” » 1 0,72 : 0,62 


Das Spaltungsverhaltnis fiir die ,,Dipeptidase” sieht z. B. so aus: 


LG.-: AG.-: GG.-Spaltung durch den Auszug 1,19: 1,74: 1,21 


‘i ‘i Fraktion I 0,92: 0,21: 1,00 
— ms I] 1,48: 0,30: 1,19 
= II] 0,72: 2,40: 0,90 


’* Pe 


und das Spaltungsverhaltnis fiir die ,,Aminopolypeptidase” : 

LGG.-: AGG.-: GGG.-Spaltung dureh den Auszug = 0,83: 0,91: 0,76 
Fraktion I = 0,20: 0,00: 0,00 
II = 1,66: 0,00 : 0,00 
III = 0,62: 0,00: 0,00 


. . 
or %? ay 


.° ”° ” 


Die Zerstérung oder starke EinbuBe des Wirkungsvermégens fiir 
einzelne Peptide und die Verschiebungen des Spaltungsverhiltnisses 
werten wir — wie die gleichsinnigen Ergebnisse friiherer Versuche mit 
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Organausziigen anderer Herkunft! im Sinne unserer Ansicht tiber 
die Nicht-Einheitlichkeit der  ,,Dipeptidase*’ und .,Aminopoly- 
peptidase**. 

In bezug auf die ,,unnatiirlichen*: Peptidasen laBt sich ableiten, 
daB d-LG., G-d-L. und G-d-A. nicht von ein und demselben Enzym 
gespalten werden, sondern mindestens von zwei verschiedenen. Ob 
auch fiir die Spaltung von G-d-L. und G-d-A. zwei Enzyme verant- 
wortlich sind, geht aus diesem Auswertungsergebnis nicht klar hervor. 
Aber u.a. auch auf Grund der auberordentlich starken Unterschiede 
im Spaltungsverhaltnis GL.: GA. der Leber- und Nierenausziige, des 
verschiedenen Verhaltens der G-d-L.- und G-d-A.-Wirksamkeit besonders 
gegen Komplexbildner und teilweise auch gegen die Kombination 
Mangan +- Cystein ist u. E. die Existenz eines G-d-L.- und eines G-d-A.- 
spaltenden Enzyms gesichert. Besonders eindrucksvoll ist die starke 
Aktivierbarkeit der in den Fraktionen [ und vor allem IL vorliegenden 
G-d-L.-Peptidase. Man hat den Eindruck, als ob dieses Enzym in der 
Fraktion Il ohne Aktivator-Zusatz kaum mehr wirksam ist und sich 
deshalb darin in einem ahnlichen Zustand befindet, wie die d-LG.- 
spaltende Peptidase z. B. in Fraktion III 


IV. EinfluB verschiedener Metalle und Komplexbildner auf die Wirksam- 
keit gereinigter Priparate gegeniiber G-l-L., G-d,l-L. und G-d,1-A. 


In den Tabellen VIII und IX sind die Ergebnisse verschiedener 
Versuchsreihen wiedergegeben, die zur Ermittlung des Einflusses ver- 
schiedener Metalle und Komplexbildner auf die Trager des G-d-L.-, 
G-l-L.-, G-d-A.- und G-l-A.-Spaltungsvermégens ausgefiihrt wurden. 
In den benutzten Enzymlésungen lagen die betreffenden Peptidasen in 
reinerem Zustand vor. Von den Substraten stand nur G-|-L. in optisch 
reiner Form zur Verfiigung, sonst dienten die d- und I-Komponente 
der racemischen Dipeptide dazu. 

Nach den Angaben in Tabelle VIII werden die G-|-L.- und G-d-L.- 
Spaltung durch Magnesium und Zink ebenso wie durch Pyrophosphat 
und Fluorid nicht nennenswert beeinfluBt; dagegen hemmen Mangan 
und noch starker Blausdiure und Cystein. In Anwesenheit der Kom- 
bination Mangan +- Cystein wird die G-l-L.-Spaltung schwach, aber 
deutlich gehemmt, die G-d-L.-Spaltung kraftig gesteigert. Beriicksichtigt 
man diesen entgegengesetzten Einflu8 von Mangan -- Cystein auf die 
Spaltung der beiden Anteile des Racemats G-d,1-L., so darf man an- 
nehmen, daB der Aktivierungseffekt der Kombination auf die G-d-L.- 
spaltende Peptidase gréBer ist als der aus den Werten abzuleitende. 


1 VIII. Mitteilung dieser Reihe, diese Zeitschr. 811, 29, 1941/42. 
10* 
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Tabelle VILL. EinfluB von Metallen und Komplexbildnern auf di, 
G-l-L.- und G-d-L.-spaltenden Peptidasen. 

Bei den Versuchen dienten die nach dem Beispiel auf 8. 145 aus Mee: 

schweinchen-Nierenauszug gewonnenen Fraktionen II und III als Enzym. 


lésungen, als Substrate ein G-I-L.-Priparat von («)}) - 35,89 und die 
d-Komponente von G-d, |-L. Die Spaltungsdauer der G-1l-L.-Versuche war |, 
die der G-d,1-L.-Versuche 20 Stunden. « 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 


Zusatz i G-l-L. Ged, Ie. 
2,40 com 100 % Spaltung 4,80 cem 
aes << re = 100 % Spaltung 
Art ——— 1 III It 

1,13 1,60 3,28 
Se 100 1,14 1,57 3,25 
BOM as) ote: a er kiye 1 000 0,85 0,61 1,50 
WB ss, apes cen 10 000 1,10 1,64 3,59 
Peas tens eres 100 0,45 0,47 1,40 
Cystein ...... O53 125 0,40 0,39 1,76 
Pyrophosphat .... 100 1,20 1,51 3,27 
Ly i ear ee 100 1,11 1,47 3,08 
Mn+SH........ | 1000+ 250 0,96 0,79 4,33 


Tabelle IX. Eintlu8B von Metallen und Komplexbildnern auf die 
G-1-A.- und G-d-A.-spaltenden Peptidasen. 
Hierbei benutzten wir die nach dem Beispiel auf 8. 145 gewonnenen Frak- 
tionen I, Il und III als Enzymlésungen und bei allen Versuchen das Racemat 
G-d, l-A. als Substrat. Die Spaltungsdauer betrug bei den G-1-A.-Ansitzen 1, 
bei den G-d-A.-Ansiétzen 20 Stunden. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 


G-d, -A. 


Zusatz 





» A 2 = 50 % Sps 80¢ : % Spaltung 
m/Konzentration 2,40 com 0 0 Spaltung 4,80 ecm 100 o Spaltu 





sy ae ee ae oe age I 

_ ~ | 1,00 1,32 3,45 3,30 
Mg (SO,) ..... 100 1,02 1,31 3,28 
BO coy. Reb ee 1 000 0,84 1,12 3,40 3,33 
rae ae ais 10 000 | 1,17 1,48 3,71 4,42 
D> rare 100 i 0,28 0,30 1,43 Lee 
Cystein ...... 125 i 0,42 0,49 3,42 8,22 
Pyrophosphat . 100 | 0,89 1,33 1,96 1,90 
Fluorid ...... 100 | 0,81 1,24 3,47 3,32 


Mn+SH.... | 1000+ 250 | 0,98 1,10 4,53 4,42 
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Nach Tabelle LX wird die Wirksamkeit der Trager des G-I-A.- 
und G-d-A.-Spaltungsvermégens durch Magnesium nicht beeinfluBt, 
durch Mangan schwach gehemmt und durch Zink schwach gesteigert. 
Bemerkenswerter ist der wechselnde EinfluB der Komplexbildner auf 
die beiden Spaltungen: Blausiure und Cystein hemmen die G-1-A.- 
Spaltung kraftig, Pyrophosphat und Fluorid tun nichts. Dagegen wird 
die G-d-A.-Spaltung durch Blausdure und Pyrophosphat stark gehemmt, 
von Cystein und Fluorid nicht beeinfluBt. Durch die Kombination 
Mangan + Cystein wird die G-]-A.-Peptidase nicht, die G-d-A.-Peptidase 
kriftig aktiviert. 


V. Belege fiir die ,,enzymologische’ Ungleichwertigkeit 
, chemisch reiner* Peptidpraparate. 


In den Tabellen X bis XII haben wir einige Beispiele fiir das 
enzymologisch’ sehr verschiedene Verhalten einiger der in diesem 
Zusammenhang interessierenden, auf Grund der analytischen Daten 
chemisch reinen“’ Dipeptide angefiihrt. Die Tabellen bediirfen wohl 
keiner weiteren Kommentierung. Auch die Angaben in Tabelle I tiber 
d-Leucylglycin gehéren hierher. Ahnliches haben wirauch bei d, |-Leucyl- 
glycin, d, |-Alanylglycin, d, l-Alanylglyeviglycin und d, l-Leucylglycyl- 
glycin beobachtet. Die beiden mittleren Peptide sind wegen ihrer 
schlechten Kristallisierbarkeit besonders schwierig ,,enzymologisch* 
rein darzustellen. 


Tabelle X. Riickgang des aktivierenden Einflusses von Zink auf 
die G-d,1-L.-Spaltung nach zweimaligem Umkristallisieren des 
Substrates. 

Enzymlésung: Kaninchen-Nieren-Glycerinauszug, wovon 0,02 cem fiir den 
10-cem-Ansatz genommen wurden, 

Substrate: 1. G-d,1-L. eigener Darstellung; N-Gehalt gef. 14,81°, ; Aqui- 
valentgewicht 190; Sehmelzpunkt und Zersetzen 233° (Praparat 1). 2. Pra- 
parat I zweimal mit Tierkohle umkristallisiert. N-Gehalt gef. 14,94; Aqui- 
valentgewicht gef. 190.5; Schmelzpunkt unter Zersetzen 233 bis 234° (Pra- 
parat II in der Tabelle). 

Versuchsbedingungen: 10cem Ansatz; Titrationsprobe leem., Sonstige 
Bedingungen wie iiblich. 1,20cem n/20 KOH = 50°, ige, 2,40 cem 

100° ige Spaltung. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) nach 
Zusatz 1 Std. 3 Std. 6 Std 24 Std. 
I I 1 I Il I Ll 


~ 0,51 0,72 0,95 1,27 1,23 1,59 1,71 2,07 
Zn m/10000 0,74 0,73 1,25 1,29 1,62 1,63 2,07 2.09 
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Tabelle XI. Verhalten verschiedener ,ehemisch reiner’ G-l-L 
Praiparate bei der Spaltung, 
Enzymlosung: Kaninchen-Nierenauszug; davon wurden in allen Ansatzen 
0,01 cem benutzt. 





Substrate: 1, Ein kauflich erworbenes G-1-L.-Praparat mit («)j) - 36,0°; 
N-Gehalt gef. 14,91°, ; Aquivalentgewicht gef. 19i (Priiparat I in Tabelle) 
2. Priparat I zweimal mit Tierkohle umkristallisiert («)3) 35,8°% . 
N-Gehalt gef. 14,83 ; Aquivalentgewicht 190,5 (Praparat IT). 3. Praparat | 
viermal umkristallisiert ; («)7) 35,89. N-Gehalt gef. 14,909; Aqui- 
valentgewicht 190 (Praparat IT1). 
Spaltung (n/20 KOH) nach 1 Std. 
Zusatz 

I II Ill 

0,67 119 1,22 

|S Pere 0,70 1,21 1,19 

ET ee 0,47 0,72 0,70 

ahr stise wee ke 1,16 1,20 1,23 

of US eet: 0,22 0,23 0,28 

Mn+SH .... 0,42 0,64 0,66 


Tabelle XII. Verhalten ,hemisch reiner™ G-d,1l-A.-Praparate bei 
der SpaltunginAb-und Anwesenheit verschiedener Zusatzstoffe 
Enzymlésung: Kaninchen-Nierenauszug; davon wurden 0,01l¢ec¢m_ im 
Spaltungsansaiz benutzt. 
Substrat: 1. Ein von uns dargestelltes G-d, 1-A.-Praiparat; N-Gehalt get. 
19,02% ; Aquivalentgewicht gef. 146,8. Schmelzpunkt unter Zersetzen 222 
bis 224° (Praparat I). 2. Praparat I zweimal mit Tierkohle umkristallisiert ; 
N-Gehalt gef. 19,119; Aquivalentgewicht 145,5. Schmelzpunkt unter 
Zersetzen 222 bis 223° (Praparat IL). 3. Praparat I viermal mit Tierkolile 
umkristallisiert; N-Gehalt gef. 19,039; Aquivalentgewicht gef. 146.5 
(Praparat ITT). 
Versuchsbedingungen: Spaltungsdauer 1 Stunde, Titrationsprobe 2 ccm 
Sonst wie tiblich. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 


Zusiit ze — - — 
I Il lil 
— 0,86 1,24 12 
es het ee, 0,84 1,26 1,26 
ea rare ee 0,66 0,76 0.73 
ES Rae a» 0,29 0,28 0,30 
Mn+ SH.... 0,78 0,74 0,70 











cde 
ke 


SC 





satzen 


36,0": 
ibelle), 
> & ) 
358° be 
parat | 


Aqui- 


te bei 
toffe 


m im 


It get. 
mn 222 
lisiert: 
unter 
rkohle 
16.5 


2 ccm 








Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. 
XIV. Mitteilung!?: 
Der Einflu8 der Trocknung von Organen, Geweben und Zellen auf ihre 
Peptidasen. 
Von 
Ernst Maschmann. 
(Aus der Biochemischen Abteilung des Forschungsinstitutes fia Chemo- 
therapie in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 11. Mai 1942.) 


Uber den Einflu8 der Trocknung von tierischem Material auf 
dessen intracellulare Peptidasen ist u. W. nichts bekannt. An!aBlich 
der Untersuchung der ,,Aminopolypeptidase** Aceton-getrockneter Mause- 
ascitestumor-Zellen? haben wir beobachtet, da dieses Enzym im 
Gegensatz und im Verhaltnis zu seiner kraftigen Wirksamkeit gegentiber 
Leucyl-glyeyl-glvcin (LGG.) kawm Alanyl-giveyl-glycin (AGG.) und 
Diglyeyl-glycin (GGG.) zu spalten vermag und sich scmit von der 
ereptischen Aminopolypeptidase*’ nicht unwesentlich unterscheidet. 
Da dieser Befund nicht nur aus praparativen Griinden Beachtung 
verdient, sondern auch fiir die Frage der Einheitlichkeit der tierischen 
,Aminopolypeptidase** von Bedeutung ist, haben wir ihn weiter verfolgt. 
Die bisher gemachten Beobachtungen seien im folgenden an einigen 
Beispielen beschrieben. 

Die aus frischem Organ- und Gewebebrei mit Glycerin extrahierbare 
.Aminopolypeptidase** spaltet nach unserer Erfahrung an einem groben 
Untersuchungsmaterial LGG., AGG. und GGG. verhaltnismabig 
kréftig. Uhr Wirkungsvermégen fiir diese Tripeptide ist aber nicht 
konstant: Es schwankt sehr und auch das Spaltungsverhaltnis LGG. 
>AGG.: GGG. wechselt mit der Herkunft der Ausziige*®. Die ,,Amino- 
polypeptidase‘‘, die man aus Aceton-getrocknetem Organ- und Gewebe- 
brei mit Wasser herauslésen kann, besitzt dagegen auBer einem ver- 
haltnismaBig kraftigen LGG.-Spaltungsvermégen nur noch ein sehr 
schwach ausgepragtes fir AGG. und GGG. Die starke Verschiebung 


! XIII. Mitteilung, diese Zeitschr. 313, 129, 1942. 2 XII. Mitteilung, 
ebenda 311, 374, 1942. 3 Ebenso verhalten sich die Aminopolypeptidasen 
des Blutserums und der aeroben wie anaeroben Bakterien. Auf das schwan- 
kende Wirkungsvermégen der ,,Aminopolypeptidase’* verschiedenster 
Herkunft und besonders auf das sehr wechselnde Verhaltnis der LGG.- 
:AGG,.-: GGG.-Spaltung, das durch ReinigungsmaBnahmen noch stark ver- 
schoben werden kann, haben wir in der letzten Zeit mehrmals hingewiesen. 
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Tabelle I. Einflu8B der Aceton-Trocknung von Organen auf « 
»Aminopolypeptidase*® 
Die Gegeniiberstellung der Spaltungswerte der Ausziige aus frisch 
Organbrei und aus Aceton-getrocknetem Organpulver soll lediglich zn 
Vergleich des Spaltungsverhaltnisses dienen. 


Aceton-Trocknung: Die gré8eren Organe zerkleinerte man mit eine: 
Fleischmaschine, die kleineren mit der Schere, behandelte den Brei zwei: 
mit ungefahr der fiinffachen Menge (séiurefreiem) Aceton wahrend 15 M 
nuten, saugte gut ab und befreite das Pulver im Exsikkator von den letzte: 
Spuren Aceton. Es wurde vermahlen und durch ein feines Seidensic! 


gerieben. 

Iixtraktion: 1 Teil Organpulver extrahierten wir, nachdem dure! 
besondere Versuche ungefahr die giimstigsten Bedingungen ausgearbette: 
waren, mit 10 Teilen Wasser bei py etwa 8,5 und 40° wahrend 30 Minuten 
unter gelindem Schiitteln oder Riihren. Dann wurde hochtourig zentrifugiert 
und die klare, je nach dem Extraktionsgut mehr oder minder gefirht. 
Losung auf py = 8 eingestellt. Sie muBte taglich ,,nachalkalisiert** werde: 
und wurde unter Toluol bei + 2° aufbewahrt. Die peptidatische Wirksa: 
keit bleibt iiber einige Tage ziemlich konstant, nimmt aber dann ab. Die 
Glycerinausziige aus frischem Organbrei wurden, wie schon 6fters be- 
schrieben, gewonnen. 





Verhiltnis der angewandten 


szugsmenge 
Organ Au az smenge n 


fac: 3 hea = ‘Gaa. 
Meerschweinchen- Leber 
‘ -Nieren.. 


Ratten- Leber 
»  -Nieren 


Kaninchen-Nieren 





Spaltung (eem n/20 KOH) 
Auszug aus Organ-Zustand - - —_ 
LGG. Mn AGG. GGG 


Meerschweinchen- Leber frisch 1,72 1,15 1,0) 
: - ‘ getrocknet 1,80 0,06 0,02 


Meerschweinchen- Nieren frisch 1,21 1,59 1.36 
2 ; , ‘ getrocknet 1,38 0,10 0,00 


: frisch 1,30 1,09 
Ratten-Leber || getrocknet 0.08 0:10 
- frisch 1,41 0,96 
Rastten-Nieren getrocknet y 0,03 0,04 


frisch ‘ 0,82 0,79 
getrocknet ; 0,10 0.03 


Versuchsbedingungen: 5cem Ansatze. Spaltungsdauer 1 Stunde 


Temperatur 40°. Titrationsprobe 2 cem. 
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Tabelle Il. Wirkungsvermégen der aus Aceton-getrockneten 
Organen extrahierbaren ,,Aminopolypeptidase® fiir LGG., AGG, 
und GGG, 

Beispiel: 3 Meerschweinchen-Lebern wurden zerkleinert, einen Teil des 
Breies extrahierte man mit Glycerin, den anderen nach dem Trocknen durch 
Aceton mit Wasser. 7 Rattenlebern wurden auf die gleiche Weise aut- 
gearbeitet. 

Versuchsbedingungen wie in Tabelle I. 





ine wand Spaltung (ccm n/20 KOH) 


Auszug aus Organ-Zustand 

eem LGG. Mn AGG, GGG 
frisch 0,15 1,22 0,73 * 0,49 
F 0,15 1,01 0,06 0.01 
Meerschweinchen-Lebern rp he : ee sob 
lee chen-Lebe | getrocknet 0,75 0,34 0,16 
| 1,50 —_ 0,67 0.36 

| frisch 0,12 1,17 1,297*; 1,09°* 
0,20 1,33 0,09 0.05 

fatten-Lebern ........ “Fe : a ’ 

Ratten-I | atid: 1,00 O92 0,30 
| 2:90 é 110 0,67 

* Hier wurden nur 0,05eem Auszug genommen ** Hier wurden 0,24 ccm Auszug ge- 


nommen, 


des Spaltungsverhaltnisses zugunsten der LGG.-Spaltung tritt, wie aus 
den Beispielen in Tabelle I und IT klar ersichtlich ist, beim Trocknen 
des Organbreies mit Aceton auf}. 

Der Verlust an AGG.- und GGG.-Wirkungsvermégen ist aber nicht 
eine Folge der Trocknung an sich, sondern der Trocknungsart oder 
besser noch: er wird durch das Trockenmittel verursacht. 

Dies beweist das Verhalten der ,,Aminopolypeptidase’: bei der 
Trocknung von Organen und Geweben in gefrorenem, oder bei kleineren 
Organen (wie z. B. Ratten- und Mause-Nieren) auch in zerschnittenem, 
nicht gefrorenem Zustand im Hochvakuum tiber P,O;. Hierbei bleibt 
namlich das Wirkungsvermégen auch fiir AGG. und GGG. erhalten, 
denn nach den Beispielen in den Tabellen ITI und IV spaltet die daraus 
extrahierte ,,Aminopolypeptidase’‘ die drei Tripeptide noch ungefahr 
im gleichen Verhaltnis wie das Enzym aus dem frischen Organbrei. 

Besser als die ,,Aminopolypeptidase“ iibersteht die ,,Dipeptidase* 
das Trocknen von Organen mit Aceton (vgl. Tabelle V): Doch kann 
auch ihr Wirkungsvermégen z. B. fiir Leucyl-glycin (LG.), Alanyl- 
glycin (AG.) und Glycyl-glycin (GG.) dabei, je nach dem Gewebe mehr 
oder minder geschidigt werden; in der Regel leidet die Wirksamkeit 


1 Auch bei der Darstellung reinerer Praparate aus Glycerinausziigen 
mittels Aceton (einfache Fallung wie auch Fraktionierung) werden das AGG. - 
und GGG.-Spaltungsvermégen oder besser gesagt, die Triiger dieses so 
gut wie vollstandig vernichtet. Vgl. VII. und XIII. Mitteilung, diese 
Zeitschr. 311, 29, 1941/42; 313, 129, 1942. 
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Tabelle IIL. Einflu8 der Trocknung eines gefrorenen Organs iiber 
P,O; auf die ,Aminopolypeptidase™, 

Beispiel: Ein Teil des Breies von 6 Meerschweinchen-Lebern wurde 
mit 2 Teilen etwa 87°%igem Glycerin 2 Tage extrahiert usw., der andere 
durch feste Kohlensiure gefroren und iiber P,O; im Hochvakuum ge- 
trocknet. Nach 20 Stunden pulverte man das trockene Material fein und 
extrahierte es wie in Tabelle I beschrieben. 

Das Verhaltnis der angewandten Mengen war 1:!/,: 1. Vom Glycerin- 
auszug und wiasserigen Auszug wurden die gleichen Mengen benutzt. 





Spaltung (ecm n/20 KOH) 


Auszug aus Organ-Zustand 
LGG./Mn AGG. GGa, 
. frisch Tae 1,07 0.67 
Meerschweinchen-Lebern | i ~~ ve gt 
, | getrocknet 1,26 1,13 0,63 


Tabelle 1V. Vergleich der Wirksamkeit von Ausziigen aus dem 
gleichen, aber verschieden vorbehandelten Material. 

Zu diesem Versuch wurde eine gréBere Anzahl Meerschweinchen- 
Nieren benutzt; den Organbrei teilte man in 3 Teile und arbeitete diese 
verschieden auf. 

Ausziige: 1. Glycermauszug aus frisechem Nierenbrei. 
2. Wasseriger Auszug aus Aceton-getrocknetem Nierenbret. 
3. Wiasseriger Auszug aus im gefrorenen Zustand iiber P,O,; 
getrockneten Nierenbret. 


Es wurden von allen Ausziigen die gleichen Mengen angewandt. 








Spaltung (cem n/20 KOH) 


LGG./Mn AGG. GGG. 


Auszug aus 





th <n Mill a ee ema Ea p chiai ee ater 1,32 1,46 E23) 
Nieren-Pulver (Aceton-getrocknet) ......... 1,03 0,07 0,04 
Nieren-Pulver (iiber P,O, getrocknet)....... i,26 1,40 1,10 


gegeniiber AG., oder wie wir sagen: die AG.-Peptidase, am starksten 
dabei !. 

Wie ist nun die besonders starke Wirkungseinbube gegeniiber AGG. 
und GGG. bei weitgehendem Erhalt der LGG.-Wirksamkeit zu erklaren, 
wenn wie angenommen wird — die tierische ,,Aminopol ypeptidase** 
ein einheitliches Enzym ist ? Wir vermégen diesen Befund ebensowenig 
wie den bei der Aceton-Fallung bzw. -Fraktionierung erhobenen, unter 
dieser Voraussetzung befriedigend zu deuten. U.E. besagt das Ver- 
halten der ,,Aminopolypeptidase’* bei der Aceton-Trocknung wie bei 
der Aceton-Fallung, dag’ LGG. von einem anderen Enzym als AGG. 


' Die beim Vergleich von Auszugsbefunden festzustellende Wirkungs- 
einbuBe braucht nicht auf eine Zerst6rung der in Verlust geratenen Peptidasen 
zuriickzugehen, sie kann namlich auch dadurch entstehen, dai die im 
(frischen) Organbre? leicht léslichen Enzyme beim Trocknen desselben schwer- 
bis unléslich geworden sind. 
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TabelleV. Verhalten der ,,Dipeptidase* und ,,Aminopolypepti- 
dase’ bei verschiedener Troeknung von Meerschweinchen- 
Lebern. 

Der Brei mehrerer Meerschweinchen-Lebern wurde gedrittelt: Ein 
Teil wurde mit Glycerin extrahiert (in der Tabelle als Auszug 1 bezeich- 
net), ein weiterer mit Aceton getrocknet und dann mit Wasser extrahiert (in 
der Tabelle als Auszug 2 bezeichnet) und der dritte Teil im gefrorenen 
Zustand iiber P,O; getrocknet und darauf mit Wasser extrahiert (in der 
Tabelle als Auszug 3 bezeichnet). 

Versuchsbedingungen: 5cem Ansatz; Spaltungsdauer 1 Stunde; 
t= 40°. Titrationsprobe 2 ccm. 





Angewandte cem Spaltung (ecm n/20 KOH) 


Substr Met: - 

Aussug eT pa Auszug 1 Auszug 2 Auszug 3 
0,06 LG. Mn 0,88 0,84 1,06 
0,015 AG. 1,05 0,77 0.96 
0,03 GG. Co 1,09 1,00 1138 
0,20 LGG. Mn 1,62 1,33 1,51 
0,10 AGG. 1,23 0,11 1,24 
0,20 GGG. — Q,85 0,07 0,89 


und GGG. gespalten wird. Wir werten dieses demnach als einen weiteren 
Beweis fiir unsere schon mehrfach geauBerte Ansicht iiber die Nicht- 
einheitlichkeit auch der tierischen ,,Aminopolypeptidase**!. 


Fir die sorgfaiitige Durehfiihrung der Versuche habe ich Fraulein 
R. Frey zu danken. 


! Uber die Zerlegung der Histolyticus- und Botulinus-Aminopoly- 
peptidase vgl. Naturwiss. 27, 819, 1939; diese Zeitschr. 307, 1, 1940. 








Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. 
XV. Mitteilung!: 

Uber l- und d-Peptidasen von Organen und des Blutserums normaler, 
sarkom-resistenter, sarkomatiser und spontan geheilter Ratten und des 
Jensen-Sarkoms 2. 

Von 
Ernst Maschmann. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Forschungsinstituts fiir Chemo 
therapie in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 28, Mai 1942.) 


Seit der nunmehr iiber 40jahrigen biochemisch gerichteten Er- 
forschung bésartiger Geschwiilste ist immer wieder einmal mit grober 
Bestimmtheit die Auffassung vertreten worden, daB sich der Eiwei/} 
stoffwechsel der Krebszelle wesentlich von dem normaler Zellen unter 
scheidet. ,,Abgeartete proteolytische Vorginge‘ (F. Blumenthal), ein 
,abnorm hoher Fermentgehalt*’ (C. Neuberg) oder eine , gesteigerte 
proteolytische Aktivitét* infolge Bildung und Anreicherung von SH- 


Glutathion in der Krebszelle (£. Waldschmidt-Leitz) sollten fiir die 
, Malignitat‘‘ der Krebszelle verantwortlich sein*. Neuerdings ver- 
treten F. Kégl und H. ELraleben* die Ansicht, da das ungeordnete 
schrankenlose und zerstérende Wachstum des Krebsgewebes auf de! 
Bildung ,,partiell racemischer Proteine‘‘ in der Krebszelle beruhe, 
wahrend das geordnete Wachstum durch die Bildung ,,sterisch einheit - 
licher |-Proteine‘‘ in der normalen Zelle gewahrleistet sei. 

Wenn die Krebszelle nicht mehr fahig ware, in ihr Struktur-Eiweil) 
wie die normale Zelle ausschlieBlich sterisch einheitliche, der |-Reihe 
angehérende Aminosiuren einzubauen und die neue Fahigkeit erworben 
hatte, nun auch ,,unnatiirliche‘‘ Aminosiuren beim EiweiBaufbau zu 
verwerten, so miibte sie dazu iiber die notwendigen, von den , natiir- 
lichen’ abweichenden Werkzeuge verfiigen: Der Proteasen-Apparat 
der Krebszelle miiBte sich in seiner qualitativen Zusammensetzuny 
nachweisbar von demjenigen normaler Zellen unterscheiden; er besase 
auBer der , natiirlichen‘’ noch eine, wenn auch quantitativ schwachere 
unnatiirliche’’ Ausriistung. 


' XIV. Mitteilung, diese Zeitschr. 318, 151, 1942. — 2 Der wesentliche 
Inhalt dieser Mitteilung wurde beim biologisch-medizinischen Abend in 
Berlin-Dahlem am 10. Marz 1942 vorgetragen. 3 Vgl. dazu FE. Masch 
mann, Arbeiten a, d. Staatsinstitut f. exper. Therapie u. d. Georg-Speye! 
Haus, Frankfurt a. M. 1937, Heft 34, S. 1. 4 Zeitschr. f. physiol. Chem 
258, 57, 1939. 
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Diese Ableitung geht von der Auffassung tiber die spezifische 
Wirkungsweise der (ereptischen) Dipeptidase und Aminopolypeptidase 
aus, die sich auf das Verhalten dieser Enzyme gegen bestimmte Dipeptide 
und Polypeptide stiitzt (W. Grassmann, E. Waldschmidt- Leitz, E. Abder- 
halden, M. Bergmann). So wie diese Peptidasen in vitro nur Peptid- 
Bindungen lésen kénnen, an denen Aminoséuren der ,,natiirlichen‘‘ 
Reihe beteiligt sind, sollen sie (so denkt man sich dies) umgekehrt 
in vivo auch nur Aminosauren ,,natiirlicher’* Konfiguration peptidartig 
zu verkniipfen vermégen. Infolgedessen wiirde das Vorliegen ,,partiell 
racemischer Proteine*‘ das Verkniipfen ,,unnatiirlicher‘’ Aminosauren 
und somit auch das Vorkommen entsprechender ,,unnatiirlicher“ 
Peptidasen voraussetzen. Der Nachweis dieser Peptidasen sollte durch 
ihre Fahigkeit, in vitro d-Peptide zu hydrolysieren, méglich sein. 

Das Experiment hat aber dieser Ableitung nicht recht gegeben. 
Wohl konnte in letzter Zeit die Existenz bisher unbekannter ,,unnatiir- 
licher*‘ Peptidasen sichergestellt werden, doch erwies sich die Krebszelle 
nicht als ausschlieBlicher Produzent und Besitzer solcher Enzyme. 
Denn diese konnten auch in fast jeder normalen Zelle in beachtlicher, 
vielfach sogar in gréBerer Menge als in der Krebszelle, nachgewiesen 
werden. Die von uns ausgesprochene und zuerst experimentell be- 
legte Ansicht, daBb die d-Peptid-Spaitung eine dem Peptidasen- 
System normaler Organismen innewohnende und, wenn notwendig, in 
Funktion tretende Fahigkeit™ sei!, und daB deshalb das Vorkommen 
von Peptid-spaltenden Enzymen im krebskranken Organismus_ in 
keinem ursichlichen Zusammenhange mit dem Geschwulst-Wachstum 
stehe bzw. der Nachweis solcher Enzyme im Organismus keinen Riick- 
schluB auf das Vorkommen einer Geschwulst in ihm erlaube, besteht 
zu Recht. 

Damit erwies sich dieser Weg zur Priifung der Giiltigkeit der 
Kéglschen Geschwulsttheorie als nicht gangbar; andererseits hat diese, 
mindestens aber haben wesentliche Folgerungen daraus, durch den 
bisherigen Ausgang der enzymatischen Untersuchung viel an Wahr- 
scheinlichkeit verloren. 


Durch die im folgenden beschriebenen Ergebnisse einer ver- 
g { 


gleichenden Untersuchung bestimmter Peptidasen — _, natiirlicher* 
wie ,,unnatiirlicher“’ — aus Organen normaler, sarkom-resistenter, 


spontan geheilter und sarkom-tragender Ratten und aus Blutserum 
sowie aus Jensen-Sarkom wird unsere weitere Auffassung gestiitzt, die 
besagt, dab keine prinzipiellen, sondern nur graduelle Unterschiede 
zuischen den ,.natiirlichen‘: und ,,unnatiirlichen’’ Peptidasen der Krebs- 
zelle und der normalen Zelle einer Tierart in bezug auf Art und Menge, auf 


1 Naturwiss. 29, 518, 1941. Vgl. dazu auch Skarzinsky u, Euler, Arkiv 
for Klin, 14, 1, 1940. 
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Wirksamkeit, Aktivierung und Hemmung bestehen’. Die ersten, zu dieser 
Auffassung fiihrenden Ergebnisse entstammen der vergleichenden Unter- 
suchung bestimmter Peptidasen aus Organen normaler und carcinoma- 
téser Mduse und aus Mduse-Carcinom. Wir sind uns natiirlich dariiber 
klar, daB durch solche Untersuchungen nur ein Teil des gesamten intra- 
cellularen Proteasen-Apparates erfaBt wird und verglichen werden kann 
und daB sich demzufolge auch das Urteil auf diesen beschrianken mul 
Obwohl man nicht wissen kann, was sich noch alles in dem unerforschten 
Anteil dieses Apparates verbirgt, so glauben wir doch auf Grund unserer 
auch das ,,Kathepsin* einschlieBenden Erfahrungen, daB es nichts 
Wesentliches mehr sein kann, nichts was die ,,Malignitat‘* der Krebszelle 
verursachen kénnte. 


Nach Kégls Geschwulsttheorie soll der Organismus nicht tiber die 
zum Angriff und Abbau des mit d-Amimosauren durchsetzten Tumor- 
Eiweibes notwendigen Proteasen verfiigen. Es ist nun eine bekannte 
Tatsache, die bei Ratten und beim Jensen-Sarkom besonders haufig 
ist, daB das Impfmaterial auch bei wiederholter Impfung nicht angeht, 
oder daB schon gewachsene, selbst ziemlich groBe Sarkome spontan 
resorbiert werden. Allein dieser immer wieder zu beobachtende Vorgang 
einer raschen und restlosen Resorption selbst walnuBgroBer Jensen- 
Sarkome spricht u. E. gegen das Fehlen der zum Abbau von Tumor- 
Eiweif notwendigen Proteasen, mindestens bei diesen Tieren. Folgt 
man der Kéglschen Auffassung, so miiSten doch solche sarkom-resistenten 
oder spontan geheilten Tiere tiber einen wenigstens quantitativ besser 
ausgestatteten Proteasen-Apparat verfiigen als beispielsweise normale 
Ratten. Wie im folgenden belegt wird, ist dies aber nicht der Fall: 
Wir finden weder den , natiirlichen‘‘ noch den , unnatiirlichen‘: Peptidasen.- 
Gehalt solcher Ratten gréfer als den normaler Ratten; auch in ihrem 
Blutserum lassen sich nicht mehr Peptidasen nachweisen als in dem 
normaler Tiere. 

Auf eine bemerkenswerte Beobachtung iiber den Peptidasen-Gehalt des 
Blutes sarkom-tragender Ratten sei hier noch hingewiesen: Nach unserem 
bisher vorliegenden Material mu8 angenommen werden, da8 der Peptidasen 
Gehalt des Blutes wahrend des Sarkom-Wachstums ziemlich ansteigt. Ob 
dieser Anstieg allmahlich oder nach einer gewissen Wachstumsdauer des 
Sarkoms plétzlich erfolgt, lieB sich noch nicht entscheiden. Demgegeniibe: 
konnte merkwiirdigerweise bei der fortlaufenden Bestimmung des 
Peptidasen-Gehalts des Blutes zweier mit Brown-Pearce-Tumor ge 
impfter Kaninchen keine Erhéhung der Enzymmenge im Blute nach- 
gewiesen werden. 


1 (Nachtrag bei der Korrektur.) Auch beziiglich der Bindungsverhalt- 
nisse sind keine nennenswerten Unterschiede zwischen den Peptidasen der 
Tumorzelle und normaler Zellen nachzuweisen. Naturwiss., im Druck 
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Beschreibung der Versuche, 
1. Ausgangsmaterial und Versuchshedingungen. 


Beziiglich der Gewinnung der Organe, Sarkome und des Blut- 
serums, der Gi ycerin-Ausziige aus Organ- und Sarkombrei, der Substrate, 
der Konzentration der aktivierenden und hemmenden Zusatzstoffe im 
Versuch und der Versuchsbedingungen verweisen wir auf die Angaben 
in der I1J., VIIT. und XIII. Mitteilung dieser Reihe!. 


Il. Wirkungsvermégen von Organ- und Sarkom-Ausziigen sowie Blut- 
serum fiir ,.natirliche’ und ,,unnatiirliche’’ Di- und Tripeptide in 
Ah. und Anwesenheit bestimmter Metalle?. 


“é 


Von unserem Versuchsmaterial, dessen Ergebnisse alle gleichsinnig 
waren, sind in den Tabellen L bis VI jeweils nur einige Versuchsreihen 
als Beispiele angefiihrt. 


1. Organ- und Sarkom-Ausziige. 

Uber die Wirksamkeit von Leber-, Nieren- und Sarkom-Ausziigen 
fiir verschiedene ,natiirliche’* Di- und Tripeptide in Ab- und Anwesen- 
heit von Metallen unterrichten die Tabellen I und II. 

Ihre Angaben besagen ungefihr folgendes: Zwischen den Organ- 
und Sarkom-Ausziigen bestehen in bezug auf Wirksamkeit, Steigerung 
dieser Wirksamkeit durch Metall und dem daraus abzuleitenden 
Spaltungsverhaltnis LG. : AG. : GG. : LGG. : AGG. : GGG. keine wesent - 
lichen, nicht einma] auffallende Unterschiede. Am nachsten stehen sich 
die Nieren- und Sarkom-Ausziige, wihrend die Leber-Ausziige pepti- 
datisch etwas schwacher wirksam sind. Eine schon frither bei Ratten- 
leber-Ausziigen gemachte Beobachtung tiber das Spaltungsverhaltnis* 
kehrt sowohl beim Nierenauszug als auch bemerkenswerterweise bei den 
Rattensarkom-Ausziigen wieder: Das Spaltungsverhaltnis unterscheidet 
sich namlich merklich von dem aus dem Wirkungsvermégen der Organ- 
Ausziige anderer Tierarten (z. B. Meerschweinchen, Kaninchen, Maus) 
und des Mause-Carcinom-Auszuges abzuleitenden. Von diesen werden 
in der Regel Alanyl-glycin (AG.) und die Glycyl-dipeptide (GG., GL.., 
GA.) viel rascher — ungefaihr zwei- bis fiinfmal rascher — gespalten als 
Leucyl-glyecin (LG.), wahrend, wie den Tabellen I und LL zu entnehmen 
ist, die Rattenorgan- und Sarkom-Ausziige AG. kaum rascher als LG. 
und GG. eher langsamer als LG. zerlegen. 


! Diese Zeitschr. 308, 359, 1941; 311, 29, 1941/42; 318, 129, 1942. 

2 Uber ahnliche Versuche mit Mause-Organen und Mause-Carcinom vegl. 
diese Zeitschr. 309, 179, 1941; 310, 28, 1941. 3 VIII. Mitteilung, ebenda 
311, 29, 1941/42. 
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Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. XV. 16] 
I 


TabellelI. Wirkungsvermégen von Ausziigen aus dem wachsenden 

Gewebe und den nekrotisehen Anteilen des Ratten-Sarkoms 

fir ,natiirliche’ Di- und Tripeptide in Ab- und Anwesenheit 
bestimmter Metalle. 

Versuchsbedingungen: Fiir alle Ansatze wurden 0,075 cem Auszug, d. h. die 

gleiche Menge wie in Tabelle I benutzt; sonstige Bedingungen wie dort. 





Spaltung (ccm n/20 K OH) 


Auszug aus LG. AG. Ga, LGG AGG GGG. 


Mn —_ Mg Co Mn Co Co 
Sarkom I ..-. |0,681,18 2,08'2,26 0,21'1,16) 1,10:1,52 1,00 1,24 0,91 1,10 
a [I .-.. |10,53,1,19 2,02'2,21 0,21'1,18 1,03/1,34 0,92 1,20 0,81 1.08 

96 III* .... 0,430,79 1,34 1,52 0,120,74 0,80 1,12 0,640,80 0,24 0,72 


Nekrotischer Anteil 
von Sarkom L..  0,32.0,70 0,61.0,67 0,26.0,30 0,64.0,90 0,300,36 0,40 0,56 


* Dieses Sarkom war unabhiingig vom Sarkom LL in der Bauchhéhle des Tieres gewachsen. 


Auf die Ergebnisse mit den Ausziigen aus Lebern sarkom-resistenter 
und spontan geheilter Tiere sei noch besonders hingewiesen: Vergleicht 
man die Spaltungswerte in Tabelle I fiir die verschiedenen Leber- 
Ausziige, so ergeben sich keine wesentlichen Unterschiede im Wirkungs- 
vermogen fiir die angewandten Substrate. Demnach enthalten die 
Lebern sarkom-resistenter wie spontan geheilter Tiere keine gréBeren 
Peptidasen-Mengen als die Lebern normaler und der Sarkom-Tiere. 

Man kann diesen Versuchsergebnissen entnehmen, daB die Ratten- 
Sarkom-Zellen tiber ein ebenso gutwirkendes , natiirliches’* Peptidasen- 
System verfiigen wie die parenchymatésen Rattenzellen. Im Gegensatz 
hierzu fanden wir in friiheren Versuchen die Ausziige aus Mause-Organen 
yegeniiber den gleichen Substraten immer wirksamer als Mause-Carci- 
nom-Ausziige!. Daraus haben wir abgeleitet, da das ,,natiirliche’ 
Peptidasen-System der Mause-Carcinom-Zelle schwacher ist als das der 
parenchymatésen Mausezellen. 

Was das Verhalten der Peptidasen beim Nekrotischwerden der 
Ratten-Sarkom-Zellen betrifft, so gleicht es dem der Peptidasen beim 
Mause-Carcinom; Diese oder ihre Triagerproteine werden bei diesen 
Vorgangen hier wie dort ziemlich geschadigt. 

In den Tabellen IIT und IV findet sich das Witkungsvermégen von 
Organ- und Sarkom-Ausziigen fiir d-Leucylglycin (d-LG.) und fiir die 
d-Komponenten der Racemate Glycyl-d, l-leucin (G-d,1-L.) und Glycyl- 
d,l-alanin (G-d,J-A.). Die Angaben erlauben Riickschliisse auf den 
Gehalt der Organe und Sarkome an ,,unnatiirlichen’’ Dipeptidasen?. 


' Vgl. dazu IV. und V. Mitteilung, diese Zeitschr. 309, 179, 1941; 310, 
28, 1941. — 2 Uber diese ,,unnatiirlichen* Peptidasen vgl. X. und XIIT. Mit- 
teilung, ebenda 311, 252, 1941/42; 318, 129, 1942. 
Biochemische Zeitschrift Band 313. li 
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Tabelle IIL. Wirkungsvermégen von Ausziigen aus Ratten-Organen 

und -Sarkom fiir die ,unnatiirlichen” Dipeptide d-Leucylglycin, 

Glycyl-d-leucin und Glyeyl-d-alanin (ohne Aktivatorzusatz 

Substrate: 1. d-LG.; (x)3) S1° 2. G-d-L. im Racemat G-d, |-], 

3. G-d-A. im Racemat G-d, I-A. 4. d.1-LG. In allen Versuchen wurde 1 
0,10 cem Auszug angewandt. Spaltungsdauer: 20 Stunden. 





Spaltung (ecm n/20 KOH) 


Auszug aus Zustand der Ratte G-d,1-L. G-d,l-A. d-LG d,1-LG 

4.80 cem 4,80 ecm 2,40 cer 

100 °% 100 °, 50 

| normal 4,59 2,65 0,05 2 40) 

Leber _| sarkom-resistent 4,70 2,70 0,03 2,38 

es ee eee | spontan geheilt ** 4,32 2,51 0,00 2,36 

\ sarkomatés 4,30 2.40 0,02 2,41 

ae: | normal 4,73 3,85 0,01 2,39 

i TAY | sarkomatés 4,63 4,50 0,04 2,45 

Sarkom [  ..... sarkomatés 4,44 2,42 0,05 2.31 

AS D getarerse se 4,47 2,25 0,06 238 

- ) ere wm 4,33 1,96 0,01 2,42 
Nekrotischer Anteil 

von Sarkom [.. - 3,36 1,55 0,02 2.25 


* Vgl. dazu Tabelle TT der XTIT. Mitteiling, diese Zeitschr. 818, 129, 1942. — ** Vgi. 4 
merkung 1 der Tabelle I. 

Die Spaltungswerte in Tabelle ILL sind ohne Zusatz eines als Akti- 
vator wirkenden Meta'ls ermittelt und zeigen, daB unter diesen Be- 
dingungen von einer bestimmten Menge Auszug d-LG. nicht, G-d-L 
sehr stark und G-d-A. nur sehr schwach (Leber, Sarkom) eder_ star! 
(Niere) gespalten werden. Umden prinzipiellen Unterschied zwischen der 
d, |-LG.- und der G-d, |-L.-Spaltung vor Augen zu fiihren, haben wir de: 
Tabelle die Werte beigefiigt, die fiir die 1,d-LG.-Spaltung unter den 
gleichen Bedingungen gemessen wurden: Wahrend G.-d, !-L. dabei fast 
100 “Lig aufgespalten wird, bleibt die d, |-LG.-Spaitung bei 50°, stehen 
Auch unter den fiir die d-LG.-spaltende Peptidase optimalen  Be- 
dingungen, d.h. in Anwesenheit von Mangan + Cystein, wird d, |-LG 
nicht nennenswert tiber 50°, gespalten!. 

Das Wirkungsvermégen der Organ- und Sarkom-Ausziige fiir die 
,.unnatiirlichen** Peptide unter optimalen, d.h. unter anaeroben Be. 
dingungen in Gegenwart eines Schwermetalls, findet sich in Tabelle LV. 

Auf einen auffallenden Unterschied im Verhalten der G-d-L.- 
Spaltung gegen Mangan + Cystein sei aufmerksam gemacht: Die durch 
Leber-Ausziige bewirkte Spaltung wird aktiviert, die durch Nieren- und 





' XIIL. Mitteilung, diese Zeitschr. 318, 129, 1942. Eine Erklarung fu 
die Nichtspaltbarkeit der d-Komponente von d,l-LG. geben EF. Bamann 
u. O. Schimke, ebenda 310, 131, 1941. 
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Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. 


Sarkom-Ausziige deut- 
lich gehemmt. Da 
das_ verschiedene 


wir 
iiber 
Verhalten dieses ,,unna- 
tiirlichen’’ Enzyms_ in 
Ausziigen verschiedener 
Herkunft schon in der 
XIII. Mitteilung dieser 
Reihe! ausfiihrlicher be- 
richtet haben, kénnen 
wir, um Wiederholungen 
zu vermeiden, darauf 
verweisen, Dagegen 
wird der Trager der 
G-d-A.-Spaltung in al- 
len Ausztigen deutlich 
aktiviert. Die Aktivier- 
barkeit der G-d-L.- und 
G-d-A.-Peptidasen 
wir nachgewiesen 


ist, 
wie 
haben!, in reinerem Zu- 
eine sehr 


als in Rohaus- 


stand viel 
gréBere 


zligen. 


Die vergleichende 
Untersuchung der Wirk- 
samkeit von Organ- und 
Sarkom-Ausziigen und 
deren Steigerung durch 
bestimmte Metalle ge- 
geniiber , natiirlichen“ 
, unnatiirlichen* 
Peptiden hat ergeben, 
daB die dabei erfaBten 
Teilenzyme des Pepti- 
dasen-Systems der Rat- 
ten-Sarkom-Zellen und 
parenchymatésen Rat- 
tenzellen sich weder in 


wie 


1 XIII. Mitteilung, 
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1942. 
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Ratten. 


sarkomatoser 


-Tiere aber nicht einer, sondern drei verschiedenen Impfreihen. 


und 


Wirkungsvermégen des Blutserums normaler 


V. 


Tabelle 


Die Tiere entstammten alle einer Lieferung, die Sarkom 


.075cem Serum angewandt, nur in einigen mute die Menge auf 


Bei allen Versuchen wurden 0 


Versuchsbedingungen : 


40°; 


Pitrationsprobe 2,0 cem; Toluol, ¢ 


r 


9 ccm, 


Volumen der Ansatze = 


0,025 ecm herabgesetzt werden. 


20 Stunden. 


Versuchsdauer: 





Spaltung (ecm n/20 K OH) 


Wachstums- 


Zustand 
des Tieres 





des Tumors 


E. Maschmann: 


<2 0010 
aH oO 
he he 
as 


1,14 
1,10 
1,47 
2,10 
0,81 
1,57 
1,38 


1,28 
1,99 


5) 
wo4 


, 


0,45 
0,49 


0,82 
1, 

0,52 
0,94 
0,69 
0,69 
1,66 


0 
1 
0 


yl 
F, 
* 


1,00 
3 

0 

7 


0,9: 
1,90 


1 

1 
0,93 
0,82 
1,56 
0,7 


0,80 
0,77 
0, 
1,2 
0,90 0,94 
5 


0,81 
1,35 
0,46 
0,98 


0,70 
1,87 
0,75 

1,20 
0,58 


1,81 
1,66 
1,33 
1,89 
0,70 
1,20 
1,49 
1,07 
2,00 
1,57 
2,07 
1,26 


0,85 
0,7 
0,94 
0,25* 
0,58 
0,57 
0,52 
1,33 
0,42 
1,12 
0.38 


0,67 


38 


0,82 
0,81 
0,29 
0,31 
0,15 
2: 


0,44 
0, 


0,26 
0,08 
0,18 
0,16 
0,05 0,41 
0,13 
0,12 
0,19 


0,18 


‘ 
‘ 
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0,73 
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0,7 


0,34 0,5 
0,64 


0,29 , 0,40 
0,3 
0,40 | 0,79 


0,36 
0.41 
0.25 0,49 
0,21 
0,16 


0,10 


1,49 
1,46 
1,18 
1,51 
0,85 
0,96 
0,83 
2,54 
10* 0,93 
2,21 
18* 0,80 


,44 


4 
0,29 
0,09 
0,39 


0, 


| 0,62 
| 0,50 
0,31 
0,11 
0 
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* Werte der Versuchsreihe mit 0,025ccm Serum. 
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2. Blutserum. 
Das 
mégen des Blutserums 
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stenter, spontan geheil. 
ter und sarkom-tragen 
der Ratten wurde nur 
fiir , natiirliche‘‘ Di- und 
Tripeptide — bestimmt 
Schon die in Tabelle | 
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angefiihrten 
Blutseren 


Wirkungsve1 
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Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. 


Gehalt an, wo man ihn 
vielleicht erwartet hatte, 
nimlich im Serum resi- 
stenter und spontan ge- 
heilter Tiere. Dagegen 
ist er im Serum des sar- 
komatésen Tieres imVer- 
gleich zu dem Enzym- 
Gehalt deranderen Seren 
zweifelsohne erboht. 
Wir haben darauf- 
hin zahlreiche Seren von 
Sarkom - Tieren ver- 
schiedenen _Lmpfalters 
und verschiedener Impf- 
reihen und 
ihr Wirkungsvermégen 
mit demjenigen von 
Seren normaler und resi- 
Ratten 
clichen. In vielen, aber 
nicht in allen Fallen 
fanden wir den Pepti- 
dasen-Gehalt im Serum 
sarkomatoser Tiere 
merklich héher als in 
dem normaler Tiere. 
Der Anstieg des Enzym- 
gehalts betrifft aber auf- 
fallenderweise 
oder fast nicht die AG.- 
und  GG.-Peptidasen, 
sondern vor allem die 
LG.- und die LGG.-, 
AGG.- und GGG.-Pepti- 
dasen. Amdeutlichsten 
tritt der Anstieg bei 
der Bestimmung der 
Wirksamkeit in Gegen- 
wart bestimmter Metalle 
hervor, Als Beleg fiihren 


untersucht 


stenter ver- 


weniger 


wir in Tabelle V einige 
Beispiele an. 


Tabelle VI. Wirkungsvermégen des Blutserums von Ratten nach bestimmten Zeiten desSarkom-Wachstums. 


20 Tage nach erfolgreicher Impfung 


der Wachstumsdauer gut entwickelt, die der beiden letzten 


t zeigte nach 20 Tagen riickgangige Tendenz. 


Von Ratten der gleichen Lieferung wurden je zwei Tiere kurz vor und 10 bzw. 


Die Sarkome waren entsprechend 


getotet. 


ntbluten 
Ratten schon ziemlich nekrotisch. 


hI 
“4 


durch E 


Das Serum 


Tw 
Nr. 


Das Sarkom von Tier 


untersuchte man noch am gleichen Tage auf seine peptidatische Wirksamkeit. 


Dabei wurden in allen Versuchen 0.075 cem 


da, wo sich die Menge als zu groB erwies, wurde sie auf 0,025 eem herabgesetzt. 


Serum angewanctt: 


Sonstige Versuchsbedingungen wie iiblich. 





0 KOH) 


2 


Spaltung (ccm n 








Wachstums- 





GGG. 


AGG. 


LGG. 


GG. 


AG. 


Co 


Co 


Mn 


Co 


Co 


Mn 


XV. 











Nt SO oy Ba) 
Ceo | 
-— tO See | 
OO & om ov 
SEs | See | 
ooo oO 
1D S> =H > 
ae x ee A 
=O Sa a) | 
aoe © 
SS SS 
SSS AH 
Ca awtstM oO 
R*HLESESH 
See OMe 
oa iO D> 
Ce Oo OTM 
S ons 
16 oO t= 
HQ | BQ 
ooo oo 
uw 6 > NS 
Sess | Pee | 
oo} oo 
Heid ate 
wD OO JQ | 
> a ee 
ooo o 
+H ote 
TCR | aH | 
ooo oo 
tao tron 
oS | Se 
a | =a © 
OSS =a oho) 
sO OD OLD es 
pe Sew Nie * a es 
oo° ooo 
commie? iiss’ 
oo & SO €& 
=“ st OI 
eNO =H 1 


165 


138 182 | 110 207 


7 
1,60 


2.0 


2,5 


1,2 


9 


0,81 
0,29 


20 
































E. Maschmann: 


Um festzustellen, ob die Vermehrung gewisser Peptidasen wahrend 
des Sarkom-Wachstums allmahlich oder von einem bestimmten Zeit- 
punkt an plotzlich erfolgt, haben wir das Wirkungsvermégen fiir Di- und 
Tripeptide wahrend des Sarkom-Wachstums verfolgt. In dem in Ta- 
belle VI wiedergegebenen Beispiel, das aber nicht befriedigt und in 
gréBberen Tierreihen wiederholt werden soll, erfolgt die Wirksamkeits. 
Zunahme gegeniiber LG. und den Tripeptiden zwischen dem 10. und 
20. Wachstumstag. 


Die Beobachtung, wonach das Wirkungsvermégen fiir bestimmte 
Di-und Tripeptide im Blute der Ratte wahrend des Sarkom-Wachstums 
gegentiber der Norm stark erhéht sein kann, hat uns veranlaBt, auch 
den Peptidasen-Gehalt des Kaninchenblutes wahrend des Wachstums 
des Brown-Pearce-Tumors zu verfolgen, Fiir solche Versuche sind 
Kaninchen geeigneter als Ratten, weil man wahrend der Versuchsdauer 
immer wieder Blut vom gleichen Tier entnehmen kann. Das Ergebnis 
einer Versuchsreihe mit zwei Kaninchen ist in Tabelle VIL wieder- 
gegeben. Es ist wider Erwarten negativ, d. h. es konnte kein Pep. 
tidasen-Anstieg wahrend des Tumor-Wachstums festgestellt werden 
Man kénnte vielmehr eine Enzymabnahme aus den Angaben ab- 
lesen. Der Wechsel von Kobalt zu Mangan bei der LG.-Spaltung 
bedarf, um als charakteristisch zu gelten, noch der Bestatigung 
durch weitere Beispiele. Da die Beschaffung passender Kaninchen 
gegenwartig schwierig ist, muBten wir uns mit diesem Versuch vor 
erst begniigen. 


Der bei Ratten beobachtete Anstieg des Peptidasen-Gehalts im 
Biute scheint demnach nur beschrankte Giiltigkeit zu besitzen. Der 
sich daraus ergebende Zweifel, ob der auch bei Ratten nicht 
rege|maBig erhobene Befund mit dem Sarkom-Wachstum in ursach- 
lichem Zusammenhang steht, muB durch weitere Versuche behoben 
werden. 


Zur Aktivierung der Serum-Peptidasen der Ratte ware zu sagen, 
daB die Wirksamkeit gegeniiber LG. und LGG. durch Mangan starke1 
gesteigert wird als durch Kobalt, wahrend dieses die AG.-, GG.-, AGG.- 
und GGG.-Spaltung am besten férdert. Die Peptidasen des Ratten- 
serums verhalten sich demnach gegen Metalle so, wie die Peptidasen 
des Meerschweinchen-! und Mauseserums? und nicht wie die des Schaf- 
und Kaninchenserums!, die auch gegeniiber LG. und LGG. durch 
Kobalt maximal aktiviert werden. 





! TIL. Mitteilung, diese Zeitschr. 2 XII. Mitteilung, 


ebenda 811, 374, 1942. 





308, 359, 1941. 
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Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. 
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168 E. Maschmann : 
III. EinfluB von Komplexbildnern auf die Di- und Amino-Peptidasen 
aus Ratten-Organen und -Sarkom. 


Zum weiteren Vergleich der aus Ratten-Organen und -Sarkom 
extrahierten Peptidasen wurde ihr Verhalten gegen Komplexbildne: 
wie Blausiure, Cystein, Pyrophosphat und Fluorid untersucht. Viel- 
leicht konnten hierbei Unterschiede zwischen diesen Peptidasen auf- 
gedeckt werden. Aber dies war nicht der Fall: Auch in bezug auf air 
Hemmbarkeit durch diese Komplexbildner zeigten die Organ- und 
Sarkom-Peptidasen keime nennenswerte Verschiedenheit, wie dies 
Versuche in Tabelle VIIL belegen. ln einzelnen ware tiber ihr Ergebnis 
noch folgendes zu sagen: Die LG.-Spaltung wird durch Blausaéure und 
Cystein bemerkenswerterweise weniger gehemmt als durch Pyrophosphat 
und Fiuorid, wahrend bei der AG.- und GG.-Spaltung das umgekehrte 
der Fall ist. Gegen Fluorid erweisen sich die Nieren-Peptidasen als 
am unempfindlichsten. Ob und inwieweit die aus den Versuchen hervor- 
gehenden, wenn auch nicht sehr ausgeprigten Unterschiede in der 
Hemmbarkeit durch die verschiedenen Komplexbildner etwas iiber dic 
Natur des den Peptidasen eigenen Metalls aussagen, wird wohl erst bei 
Untersuchungen mit reineren Enzym-Praparaten klarer zum Vorschein 
kommen. 

IV. Reinigungsversuche. 


Zur genaueren Kennzeichnung der Ratten-Organ- und -Sarkom 
Peptidasen bedarf es natiirlich méglichst hochgereinigter Praparate 
Versuche, die Ratten-Peptidasen zu reinigen, sind aber bisher ohne 
besonderen Erfolg verlaufen, weil die in den Ausziigen sowohl aus 
Organen als auch aus Sarkom vorliegenden Peptidasen sich fiir Reini- 
gungsversuche als wenig geeignet erweisen. Denn wie wir schon in der 
VILL. Mitteilung! dieser Reihe gezeigt haben, werden die Peptidasen 
aus Ratten-Leber schon durch einfache ReinigungsmaBnahmen aus 
wahlend zerst6rt bzw. das Wirkungsvermégen fiir bestimmte Di- und 
Tripeptide wird dabei weitgehend vernichtet. Jetzt fanden wir, wie 
aus den Tabellen LX und X zu entnehmen ist, daB sich auch die Sarkom- 
Peptidasen im Glycerin-Auszug genau so verhalten und da} dabei auch, 
,,unnatiirliche’’ Dipeptidasen, wie die d-LG.- und G-d, |-L.-spaltenden 
des Leber- wie Sarkom-Auszuges, weitgehend zerstért werden?. Die bei 
der Aceton-Fraktionierung dargestellten Praparate, vor allem dic 
Fraktion Il, besitzen nur noch gegentiber LG. und LGG. eine gute 
Wirksamkeit. 





1 Diese Zeitschr. 311, 29, 1941/42. — * Auch die ,,unnatiirlichen" 
Dipeptidasen zeigen sich nur in Ausziigen bestimmter Herkunft gegen 
ReinigungsmaBnahmen so empfindlich;¥vgl. dazu XIII. Mitteilung, die=: 
Zeitschr, 318, 129, 1942. 
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Tabelle IX. Das Verhalten der Peptidasen eines Sarkom-Aus- 
zuges bei der Aceton-Fraktionierung. 
Beispiel: 10 cem eines Glycerin-Auszuges aus Ratten-Sarkom, mit 2 Tropfen 
n NaOH und Wasser auf 40 cem verdiinnt, versetzte man bei 0° mit 20 cem 
tiefgekiihltem Aceton. Nach etwa | Stunde wurde die starke Triibung 
hochtourig abgeschleudert, der Bodensatz gelést, alkalisiert, auf 10 c¢em 
vebracht und geklart (Fraktion | der Tabelle). Die Mutterlange wurde in 
der Kalte mit weiteren 20 cem Aceton versetzt, wobet ziemlich rasch ein 
kraftiger Niederschlag ausfiel, der abzentrifugiert, gelést und alkalisiert 
wurde. Ein betrachtlicher Teil des Niederschlags blieb ungelést und wurde 
abgetrennt. Volumen LO cem (Fraktion [l der Tabelle). Zur Mutterlauge 
kamen jetzt 40cem Aceton, die eine sehwache Ausflockung bewirkten. 
Der geringe Niederschlag wurde abgeschleudert und wie Fraktion [ und I] 
autgearbeitet. Volumen 10 cem (Fraktion ILI] der Tabelle) In den an- 
gefallenen Fraktionen wurde gegeniiber den ,,natiirlichen*’* Peptiden zweimal, 
gegeniiber GL. dreimal und gegeniiber d-LG. sech=mal mehr als vom Auszug 
angewandt. Sonstige Bedingungen wie tiblich. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 


Praparat d,1-LG. d, LAG d, 1-LGG, G-d,1-L d-LG, 

Mn Mg Mn Mn+SH 
Sarkom-Auszug ... 1,10 1,35 1,69 1,05 0,82 
Fraktion I ...... 0.00 0.01 0.16 0,01 0.04 
sa a eee 1,36 0,36 1,34 0,37 0,13 
ca |” ee 0,37 0,15 0.19 0.06 0,01 


Tabelle X. Wirkungsvermogen eines Ratten-Leber-Auszuges 
nach der Aceton-Fraktionierung. 
sei der Darstellung der einzelnen Fraktionen gingen wir genau so vor, wie 
wir dies im Beispiel fiir den Sarkom-Auszug in Tabelle LX beschrieben haben. 
Die Beobachtungen waren im wesentlichen die gleichen, — Fir die Spaltungs- 
versuche wurde auch hier von den Fraktionen I, [Ll und [Il gegeniiber den 
 natiirlichen’ Peptiden zweimal, gegeniiber GL. dreimal und gegeniiber 
d-LG. sechsmal mehr als vom Auszug angewandt. Sonstige Versuche- 
bedingungen wie iiblich. 





Spaltung (eem n/20 KOH) 


Priparat d,1-L@. d,1-AG. d,1-LGG. G-d,1-L d-LG. 

Mn Mg Mn Mn+ SH 
Leber-Auszug ..... 1,20 1,06 1.65 4,30 0.68 
Fraktion I ...... 0,20 0,00 0,05 0,13 0,02 
” | Seen 1.40 0,15 1.51 0,29 0.08 
os  _ ere 0,00 0.15 0,02 0.08 0,00 


Das fiir diese Untersuchung bendétigte Material hat uns Herr Dr. C. Ditt- 
mar von der Krebsabteilung unseres Instituts freundlicherweise zur Ver- 
fiigung gestellt, wofiir ich ihm zu besonderem Dank verpflichtet bin. 

Frl. R. Freyund Fri. 2. Schreiber habe ich fiir ihre sorgfaltige Mitarbeit 
zu danken, 











Der EinfluB von CO, auf den Ammoniakgehalt 
des Blutes in vitro. 
Von 
E. Strehler, J. Haas und F. Rupp. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Bern.) 


(Eingegangen am 1. Juni 1942.) 


Die Erkenntnis, daB der Ammoniakgehalt des Blutes von der 
Gegenwart von CO, abhangig ist, stammt von Conway (1). Conway 
hat 1935 eine neue Methode der Blutammoniakbestimmung angegeben 
und nachgewiesen, da im strémenden Blute des ruhenden gesunden 
Menschen kein Ammoniak vorkommt, ein Befund, der 1939 von Conway 
und Cooke (2) bestatigt und von Koprowski und Uninski (3) auch beim 
Hund erhoben wurde. Diesen Nullwert erhalt man aber nur, wenn man 
das Blut vor CQ,-Abgabe schiitzt. Lat man es nach der Entnahme 
an der Luft stehen, so wird es von Minute zu Minute starker ammoniak 
haltig. Nach 5 Minuten ist ein durchschnittlicher Wert von 0,04 mg° 
erreicht, nachher ist die Zunahme nur noch gering und entspricht der 
schon 1924 von Parnas beobachteten Ammoniakbildung (4). Conway 
und Cooke haben gezeigt, daB dieser sogenannte «-Ammoniakanstiey 
nicht auf einer py-Verschiebung, sondern auf CO,-Verlust beruht. Als 
Muttersubstanz wurde Adenosin oder Adenylséure wahrscheinlich 
gemacht, besonders durch den Nachweis der entsprechenden ammoniak- 
abspaltenden Fermente im Blute. Zahlreiche Befunde sprechen vor 
allem fiir das Adenosin. Die Gegenwart von CO, scheint den Zerfa!! 
und damit das Auftreten von Ammoniak zu verhindern. 

Es erhebt sich die Frage, ob durch Zufuhr von CO, schon vor- 
handenes Ammoniak zum Verschwinden gebracht werden kann. Conway 
hat sich wiederholt mit dieser Méglichkeit beschaftigt, bekam aber zum 
Teil widersprechende Resultate und lehnte ihre praktische Bedeutung ab. 

Bei der vergleichenden Untersuchung von Venenblut und arteri 


alisiertem Fingerblut fielen uns wiederholt Verschiedenheiten im 
Ammoniakgehalt auf und veranlaBten uns, den Einflu8 von C Oz vorerst 
in vitro noch einmal zu priifen. 


Methodik. 


Der Ammoniakgehalt wurde nach Conway (5) bestimmt, die 
Methode beruht auf dem Diffusionsprinzip. 

Es werden besondere Einheitsschalen, sogenannte ,,Units‘* verwendet. 
Diese sind in einen mittleren runden und einen éuBeren ringformigen Raum 
unterteilt. Der innere Einsatz wird mit 0,7 ceem n/5000 Salzsaure beschickt, 
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die schon den Indikator (7'ashiro-Reagens) fiir die spitere Titration enthalt ; 
in die periphere Abteilung kommt 1 cem gesattigte Pottaschel6sung. Die 
Schale wird bis auf einen kleinen Spalt mit einem paraffinierten Glasdeckel 
zugedeckt. Durch die Offnung wird in den aéuBeren Raum leem Blut 
zugefiihrt, dann wird sofort verschlossen. Die Pottasche setzt Ammoniak 
frei, dieses entweicht in den gemeinsamen Luftraum und wird von der Salz- 
saure aufgenommen. Der Vorgang der Diffusion geht bei Zimmertemperatur 
vor sich und wird nach 10 Minuten abgebrochen. AnschlieBend wird die 
Salzsaure im Einsatz gegen Bariumlauge titriert. Die besten Resultate 
werden erhalten, wenn man die Vorschriften Conways genau befolgt. 

Die Versuchsanordnung war wie folgt: Venenblut von erwachsenen 
Personen wurde in einem mit C Og- gefiillten Scheidetrichter aufgefangen 
und sofort mit einem CO,-Strom durchperlt. Es gab groBe Blasen und 
das Blut wurde dunkelviolett. Das Ammogiak wurde sofort bestimmt. 
Dann lieBen wir 1 Minute lang einen Sauerstoffstrom durchgehen; es 
entstanden grobe Blasen, die Farbe wurde hellrot. Es wurde wieder 
Ammoniak bestimmt. Die Prozedur mit dem CO,- und O,-Strom 
wiederholten wir am gleichen Blute mehrere Male hintereinander. Die 
Gase wurden in verdiinnter Salzsiure gewaschen. 


Ergebnisse, 
30 Jahre, gesund. 
CO,-Blut 1: 0 my, 
. see |. 
CO, I: 8 as 
Ce.) EES OSEie ™,, 


2. L. P., 21 Jahre, Diabetes mellitus. 


CO,-Blut 1: 0,016 mg®, 
O,- » I: 0,051 _,, 

CO,- ,, IL: 0,009 — ,, 
O,- » WH: 0,071 ,, 


3. Frau K.1., 60 Jahre, Hamochromatose. 


CO,-Blut 1: 0,033 mg®, NH, 
O,- ,, RE: O02) ,, - 


COe 4 Mr Oe -;, A 


4. H.J., 19 Jahre, Nephritis acuta, 


CO,-Blut 1: 0,0759 mg®, NH, 
O,- ., 1: 0.1104 ,, zs 


Unterschied: 0,0345 mg®, 


Nach Steheniassen an der Luft wahrend 4 Stunden: 


O,-Blut IT: 0,2596 mg®, NH,—N 
CO,-. « Els 0;2282 _,, . 


Unterschied: 0,0314 mg?, 
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5. H.J., 19 Jahre, Nephritis acuta in Abheilung. 
CO,-Blut I: 0 mg°, NH,—-N 

Nach Stehenlassen in CO,-Atmosphare wahrend 4 Stunden: 
CO,-Blut I]: 0,061 mg®, NH,-N 





Oy-icoy > Lt OPIS: 05 
CO,- ,, HI: 0,0678 ,, = 
O,- » IH: 0,115 _ ,, ” 





Aus den wenigen angefiihrten Versuchen ist ersichtlich, da der 
Ammoniakgehalt des Blutes durch O,-Zufuhr vergréBert, durch CO, 
Zufuhr verkleinert werden kann. Es ist bemerkenswert, da in der 


























CO,-Atmosphare nicht alles Ammoniak, sondern nur ein kleiner Teil 
davon verschwindet. Die Menge liegt ungefahr in der GréBenordnung 
des g-Ammoniaks (durchscMnittlich 0,04 mg®,). 


Diskussion, 


Wird frisches oder einige Stunden altes Vollblut 1 Minute lang mit 

QO, durchstrémt, so nimmt der Ammoniakgehalt um einen bestimmten 
kleinen Betrag zu. Sofort anschlieBende Einwirkung von COs, bringt 
dieses Ammoniak wieder zum Verschwinden. Der Befund weist darauf 
hin, daB fiir die Reaktion nicht nur Ammoniak und CO, notwendig ist 
sondern eine Substanz, die im Blute in bestimmter Menge vorkommt. 

Es diirfte sich um die Muttersubstanz des «-Ammoniaks handeln, 
wahrscheinlich um das Adenosin. Nach Conway (6) ist die Ammoniak- 
abspaltung aus Adenosin fermentativer Natur. Das entsprechende 
Ferment kommt in den roten Blutkérperchen reichlich vor. Die Tat- 

sache, daB durch CO,-Einwirkung eine Resynthese der Ammoniak- 





muttersubstanz méglich ist, steht mit der Annahme eines enzymatischen 
Vorgangs in bestem Einklang. Das Ferment scheint aktiv und rasch 
wirksam zu sein, Eigenschaften, die besser zur Adenosindesaminase 
als zur Adenylsauredesaminase passen. Das Ergebnis der vorliegenden 
Untersuchungen kénnte die Vermutung Conways stiitzen, daB das 
ax-Ammoniak durch Fermentwirkung aus dem Adenosin abgespalten wird. 


Ob die reversible Reaktion auch unter physiologischen Verhalt- 
nissen, Zz. B. im Blutkreislauf, méglich ist, entzieht sich unserer Kenntnis. 
Die Frage hat eine gewisse Bedeutung, weil es sich beim Adenosin, 
aber auch bei der Adenylsiure um pharmakologisch aktive Kérper 
handelt. Es ware denkbar, daB ihre Wirksamkeit je nach der Og- oder 
CO,-Sattigung des Blutbezirks verschieden ist. 


Zusammenfassung. 





1. Der Ammoniakgehalt des Blutes wird nach Conway bestimmt. 
Die Methode erweist sich als einfach und genau. 
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2. Der Befund Conways wird bestatigt, daB das in CO, aufgefangene 
Venenblut ruhender Personen kein Ammoniak enthialt. 

3. Zufuhr von O, erhéht den Ammoniakgehalt des Blutes, sofort 
anschlieBende Zufuhr von CO. erniedrigt ihn um ungefaéhr die gleiche 
Menge. Der Betrag liegt in der GréBenordnung der von Conway be- 
schriebenen x-Ammoniakzunahme an der Luft in den ersten 5 Minuten. 

4. Im Zusammenhang mit Untersuchungen von Conway und Cooke 
wird die Méglichkeit erértert, daB es sich um einen reversiblen enzy- 
matischen Vorgang handelt, wobei als Ammoniakmuttersubstanz in 


erster Linie das Adenosin in Frage kommt. 
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Uber den Chemismus der Huminsiiurebildung 
unter physiologischen Bedingungen*. 
Il. Mitteilung: 
Uber das Vorkommen von Methylglyoxal in Erde. 
Von 
C. Enders und 8S. Sigurdsson. 


(Aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie der Technischen Hochschule 
Miinchen.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1942.) 


In der ersten Mitteilung (1) wurde auf Grund reaktionskinetischer 
Untersuchungen tiber die Bildung der Melanoidine, die nach Enders 
und Theis (2) weitgehende Analogien mit den natiirlichen Huminsauren 
haben, die Vorstellung vertreten, da die Bildung der Huminsauren in 
der Natur aus Methylglyoxal und Aminosauren erfolgt. Als Beweis fiir 
die Richtigkeit der dargelegten Vorstellungen tiber den Chemismus der 
Huminsaurebildung unter physiologischen Bedingungen muBte de 
Nachweis von Methylglyoxal in humifizierendem Material gefordert 
werden. 

Uber das Vorkommen von Aldehyden in Erden ist wenig bekannt. 
Salicylaldehyd und Trithiobenzaldehyd (3), sowie Vanillin (4), konnten von 
Shorey bei der Untersuchung zahlreicher Béden zu dem Zweck, wohldefinierte 
Bestandteile zu erhalten, isoliert und identifiziert werden. Samtliche drei 
Aldehyde wurden nach demselben Prinzip isoliert. 

Nach dem Ansauern eines Natronlaugeextrakts des Bodens wurde de 
entstandene Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat wurde mit mehreren 
Portionen Ather ausgeschiittelt, die Atherausziige vereinigt und mit einer 
s-arken Natriumbisulfitlésung geschiittelt. Diese wurde vom Ather getrennt, 
mit Schwefelsdure stark angesduert und ein starker Luftstrom zur Ent- 
fernung von SO, durchgesaugt. Nun wurde die Losung mit mehreren 
Portionen frischen Athers geschiittelt, die Atherextrakte vereinigt und der 
Ather durch Verdampfen iiber einem kleinen Volumen Wasser entfernt. 
Eine kleine Menge harzigen Materials wurde abfiltriert, wodurch eine Lésung 
des Aldehyds erhalten wurde. 

Bei der Isolierung des Trithiobenzaldehyds eriibrigt sich die Reinigung 
iiber die Bisulfitverbindung, denn beim Verdampfen des ersten, aus dem 
in diesem Falle essigsauren Filtrat des Natronlaugeextrakts gewonnenen 
Atherauszugs, wurde ein éliger Riickstand erhalten, aus dem sich binnen 
kurzer Zeit lange nadelférmige Kristalle ausschieden. Diese zeigten nac) 
Waschen mit Alkohol und mehrmaligem Umkristallisieren aus Ather den 
Schmelzpunkt des Trithiobenzaldehyds. Eine weitere Bestatigung de: 
Identitat lieferte das Uberfiihren in Stilben durch Behandeln mit fein 
verteiltem Kupfer. 


* Mit Unterstiitzung der deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Die beiden anderen Aldehyde wurden durch den Schmelzpunkt ihrer 
Phenylhydrazone identifiziert. 

Nur in drei der vielen von Shorey untersuchten Béden wurde je einer 
der Aldehyde gefunden, aber viele andere Bodenproben lieferten Koérper, 
die auf das Vorhandensein weiterer Aldehyde hinwiesen, jedoch nicht 
identifiziert werden konnten. 

Schreiner und Skinner (5) untersuchten die wahrscheinliche Haufigkeit 
von Aldehydmaterial im Boden, sowie den Einflu® desselben auf die Frucht- 
barkeit. Sie arbeiteten nach dem oben beschriebenen Verfahren, konnten 
in mehreren Fallen das Vorkommen von Aldehyd zeigen und meinten fest- 
stellen zu kénnen, dafi Bodenaldehyde in allen Fallen schadlich seien fiir 
den Pflanzenwuchs. 

Uber das Vorkommen von Methylglyoxal im Boden ist u. W. 
bisher nichts berichtet worden. Da dieser Ketonaldehyd in alkalischer 
Lésung leicht in Milchsiure umgelagert wird, ist es klar, daB er mit det 
bei den besprochenen Untersuchungen amerikanischer Forscher an- 
gewandten Methodik nicht erfaBt werden konnte. Es miiBbte also, um 
das Methylglyoxal in humifizierendem Material nachzuweisen, ein dem 
Prinzip nach neues Verfahren angewandt werden. 

Untersucht wurden sechs Proben, und zwar Waldboden, Gartenerde, 
Mist, Komposterde, Ackererde und Moorerde. Die Erden wurden einer 
Wasserdampfdestillation unterworfen, wobei der Ketonaldehyd, wenn 
vorhanden, aus der Erde getrieben wird und sich im Destillat ansammelt. 


Zur Isolierung des Methylglyoxals aus den Destillaten wurde das von 
Neuberg und Kobel (6) empfohlene 2, 4-Dinitro-phenylhydrazin  ver- 
wendet. Nach dem Versetzen, auch einer sehr verdiinnten Lésung von 
Methylglyoxal, mit einer salzsauren Lésung dieses Fillungsmittels, fallt 
schon in der Kalte das orangefarbene 2, 4-Dinitro-phenyl-osazon aus. 


In den Destillaten war das Methylglyoxal nur in auBerordentlich 
groBer Verdiinnung zu erwarten. Um zu priifen, ob wie bei anderen Osazon- 
fallungen (7), die Empfindlichkeit der 2, 4-Dinitro-phenyl-osazonreaktion 
auf Methylglyoxal durch vorteilhafte Dosierung der Sauremenge unter 
Umstianden gesteigert werden kann, wurde folgender Versuch gemacht. 

Je 50mg Methylglyoxal wurden in 900 cem einer In, einer 5°Qigen, 
einer 10% igen, einer 15° igen und einer 20° igen Salzsiure aufgeldst. 
Zu diesen Lésungen wurden je 300 mg (etwa 9° iger UberschuB) des 2, 4-Di- 
nitro-phenylhydrazins, die in 100 cem Salzsiure der jeweiligen Starke auf- 
gelést waren, hinzugegeben. Es konnte keine Abhangigkeit der Ausbeute 
an Osazon von der Aciditat der Losung festgestellt werden, wie aus folgender 
Tabelle zu ersehen ist. 


Tabelle I. 





Konzentration der 
Fallungsmittellésung 


Met hylglyoxal- 


konzentration Ausbeute 


Lésung Gehalt an HCl 


| 
I In 50 mg/900 ccm 300 mg/100 cem | 99% 
Il 5% 50 ., /900 .,, 300 ,, /100 97% 
ill 10% 50 ,, /900 ,, 300 ,, /100 100 % 
IV 16% 50 ., /900 ,, 300 ,, /100 99% 
V 20 % 50 ,, /900 ,, 300 ,, /100 99% 
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Die Fallung aus den Destillaten wurde in der Weise vorgenommen, 


dafi je 8 Liter des betreffenden Destillats mit einer Lésung von 3g des 
Fallungsmittels in 200 cem 2 n Salzséure versetzt wurden. Nach dreitagigen 
Stehen bei Zimmertemperatur wurde der gebildete Niederschlag abfiltriert 
Beim Aufbewahren der beiden Filtrate, die dem Waldboden bzw. cde: 
Gartenerde entstammten, wurde die weitere Bildung von Niederschlay 
beobachtet. Dieser wurde abfiltriert und als Methylglyoxal-2, 4-dinitro- 


phenyl-osazon erkannt. Bei weiterem Stehen dieser Filtrate wiederholte 


sich dasselbe. 

Um sicherzustellen, ob diese Erscheinung auf der auBerordentlichen 
Verdiinnung beruht, in welcher das Methylglyoxal in den Destillaten vor 
handen ist, oder ob die spater ausfallenden Osazone von einem im Destillat 
erst nachtraglich gebildeten Methylglyoxal stammten, wurden 8 Liter Wasser, 
denen 5mg Methylglyoxal zugesetzt waren, mit einer wie oben beschrieben 
bereiteten Lésung des Fallungsmittels versetzt. Diese auBerst verdiinnte 
Lésung verhielt sich genau so wie die eben genannten Erddestillate und 
es kann daraus gefolgert werden, daB die starke Verdiinnung verantwortlich 
ist fiir das nach mehr als | Woche noch andauernde Ausfallen des Osazon- 
Im tibrigen handelte es sich hierbei nur um ganz geringe Mengen, die dahe: 
nicht aufgearbeitet werden konnten. 

Als Erkennungsreaktion fiir das Vorliegen des Methylglyoxal- 
2, 4-dinitro-phenyl-osazons diente die charakteristische tief-blauviolette 
Farbung der Lésung desselben in alkoholischer Kalilauge (8). Bei der 
Priifung der rohen, aus den Destillaten gewonnenen Niederschlage in 
dieser Weise gaben vier von ihnen Farbungen, die fiir das gesuchte 
Osazon charakteristisch waren. Es waren dies die aus dem Wald- 
boden, der Gartenerde, der Komposterde und der Ackererde gewonneneti 
Niederschlage. Durch die Aufarbeitung konnten die beiden erstgenannten 
soweit gereinigt werden, da eine [dentifizierung durch Schmelzpunkt 
und Analyse méglich war. Die anderen beiden Niederschlage konnten 
ebenfalls so gereinigt werden, daB die tiefblau-violette Farbung mit 
alkoholischer Kalilauge eindeutig auftrat, jedoch wurden hier zum 
SchluB so kleine Mengen erhalten, daB eine Umkristallisation und somit 
eine Identifizierung durch Schmelzpunkt aussichtslos war. 

Von insgesamt 1500 g Waldboden waren 14 Liter abdestilliert worden. 
Aus diesem Destillat wurden 1,1 g Niederschlag erhalten. Dieser enthiclt 
auBer Methylglyoxal-osazon etwas Fallungsmittel und wahrscheinlich 
in gréBerer Menge Verbindungen desselben mit anderen Bodenaldeh yden. 
Da das Methylglyoxal-2, 4-dinitro-phenyl-osazon in Alkoho] fast un- 
léslich ist, wurde nun mit Alkohol erschépfend extrahiert. Es blieben 
160 mg zuriick. Dieser Riickstand wurde mit Pyridin, in dem das 
Osazon leicht léslich ist, behandelt. Zur Trennung von unléslichen 
Verunreinigungen (Filterfaser usw.) wurde die Lésung filtriert. Das 
Filtrat wurde mit Salzsiure angesduert und der entstandene Nieder- 
schlag abzentrifugiert. Die Hauptmenge des Pyridins wurde abgegossen 
und der dem Niederschlag noch anhaftende Rest durch mehrmaliges 
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Waschen mit Alkoho] auf der Zentrifuge entfernt. Die erhaltene Sub- 
stanz wog nach dem Trocknen 109mg und schmolz bei 280°. Die 
Reinigung erfolgte durch Umkristallisieren aus Nitrobenzol (9) und 
mehrmaliges Waschen der Kristalle mit Alkohel und schlieBlich einmal 
mit Ather. Als Endprodukt wurden 60 mg der allerdings ziemlich 
dunkelgefarbten, jedoch fiir das Methylglyoxal-2, 4-dinitro-phenyl- 
osazon typischen nadelférmigen Kristalle erhalten. Diese besaBen einen 
Schmelzpunkt von 297° (F. P. des reinen Methylglyoxal-2, 4-dinitro- 
phenyl-osazons nach Newberg und Kobel 298°), einen unverinderten 
Mischschmelzpunkt mit dem reinen synthetischen Praparat und gaben 
mit alkoholischer Kalilauge genau dieselbe tiefblau-violette Farbung 
wie dieses. Die bei der Mikroanalyse gefundenen sowie die theoretischen 
Werte sind aus der Tabelle LI ersichtlich. 


Tabelle II. 





H N 


Gefunden 43,41 % 3,14 % 25,10 % 
Theorie 43,98 % 2,18 % 25,93 % 


Von den geringen Abweichungen der beiden Werte voneinander, 
die nur in typischer Weise zeigen, dab das Praparat vor der Analyse 


nicht restlos trocken war, kann man ohne weiteres absehen. 

Es ist also die erhaltene Substanz durch Schmelzpunkt, Mischschmelz- 
punkt und Analyse als Methylglyoxal-2, 4-dinitro-phenyl-osazon identi- 
fiziert, und somit der eindeutige Beweis fiir das Vorkommen von Methyl- 
glyoxal im Boden erbracht worden. 

Die erhaltene Menge von 60mg des reinen Osazons entspricht 
10 mg Methylglyoxal. Da aber einerseits die Erde nicht erschépfend 
destilliert wurde und andererseits bei der Aufarbeitung des Osazons 
vor allem ein reines Priparat, ohne Riicksicht auf eine gute Ausbeute, 
erhalten werden sollte, kann man damit rechnen, da in den zur Destilla- 
tion angewandten 1500 g Waldboden wenigstens das Doppelte, d.h. 
20 mg Methylglyoxa] vorhanden gewesen sind. 

Von einer Bestimmung des Gehalts dieses Bodens an organischen 
Bestandteilen wurde Abstand genommen, da simtliche zu diesem Zweck 
angegebenen Methoden ungenau sind und wenig vergleichbare Werte 
liefern. Der Glithverlust, als ungefahrer Anhaltspunkt, ergab 55°. 
In 1500 g waren also 825g ,,Humus‘: vorhanden, von welchem das 
Methy'glyoxal 0,024°/9) ausmacht. Da aber der Gliihverlust, der auch 
Kohlendioxyd und andere eventuell vorhandene fliichtige anorganische 
Bestandteile umfaBt, auf jeden Fall gréBer sein muB als der Gehalt 
des Bodens an organischer Substanz, stellt dieser Wert nur ein auBerstes 
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Minimum dar. Der tatsachliche Gehalt des Bodens an Methylg]lyoxal, 
auf die organischen Bestandteile bezogen, liegt bedeutend héher. 

Von 1500 g Gartenerde wurden 6 Liter abdestilliert. Von diesem 
Destillat wurden zunachst 2 Liter mit der salzsauren Lésung des Faljungs- 
mittels versetzt. Hieraus wurden 130 mg roher Niederschlag, der wie 
oben beschrieben gereinigt wurde, gewonnen. Es wurden zum Schluf 
11 mg kristallisiertes Osazon erhalten, das sich mit der tiefen blau- 
vieletten Farbe in alkoholischer Kalilauge léste und einen Schmeizpunkt 
von 296° besaB. Der Mischschmelzpunkt mit reinem 2, 4-Dinitro- 
phenyl-osazon des Methylglyoxals im Verhaltnis 1: 1 war um 2° tiefer. 

Die tibrigen 4 Liter des Destillats kamen erst nach einem 14tagigem 
Stehen in einer mit Glasstépsel geschlossenen Flasche zur Fallung. Es 
wurde kein Niederschlag gebildet und die Fliissigkeit bekam das t ypische 
Aussehen einer kolloidalen Lésung. Nach der Abtrennung der kolloid- 
gelésten Substanz durch Adsorption an Kieselgur wurde diese mit 
alkoholischer Kalilauge gepriift. Die blau-violette Farbung war jetzt 
viel schwacher und von einer: rétlichen Farbung zum Teil iiberdeckt. 
Es scheint also wichtig, bei der lsolierung von Methylglyoxal aus solchen 
Destillaten die Fallung sofort nach dem Destillieren vorzunehmen. 

Die Gartenerde hatte einen Glithverlust von 38°,. Macht man 
nun hier dieselben Annahmen wie bei dem Waldbeden iiber die Aus- 
beute an Osazon und nimmt man den Gliithverjust, mit dem notwendigen 
Vorbehalt, als den Gehalt dieses Bodens an organischen Bestandteilen 
an, so ergibt sich, daB das Methylglyoxal an denselben mit 0,019° 9 
beteiligt war. Von einer Berechnung auf den tatsachlichen ,,Humus’’- 
Gehalt der Gartenerde wurde hier ebenso wie beim Waldboden Abstand 
genommen, da die tiblichen Verfahren zur Humusbestimmung durchwegs 
Konventionsmethoden sind. 

Von Enders und Marquardt (10) wurde nachgewiesen, daB bei der 
Destillation von Zuckerlésungen auch im neutralen und sauren Medium 
Methylglyoxal entsteht. Da hierdurch die Méglichkeit gegeben war, 
daB das aus den Wasserdampfdestillaten isolierte Methylglyoxal nicht 
als solches urspriinglich in den Erden vorhanden gewesen, sondern erst 
durch die Destillation aus irgendeinem Zucker entstanden war, mubte 
ein etwaiger Zuckergehalt beriicksichtigt werden. Je 50 g der fein zer- 
riebenen Erden wurden mit 100 cem Wasser 1 Stunde auf der Maschine 
geschiittelt. Nach dem Filtrieren wurden die Filtrate mittels der 
Reaktion von Molisch mit «-Naphtol auf Zucker gepriift. Die Filtrate 
von Waldboden und Mist zeigten eine sehr schwache Violettfarbung, 
alle anderen zeigten diese Farbung nicht. 

Da aber die Molischsche Reaktion auBerst empfindlich ist (11), 
kénnen in den zwei genannten Fallen nur ganz geringe Spuren von 
Zucker vorhanden gewesen sein. Es kann also das im Waldboden nach- 
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vewiesene Methylglvoxal nicht auf den Zuckergehalt zuriickgefiihrt 
werden. Dies ist auch weiter daraus ersichtlich, da die Gartenerde, 
in welcher eine ahnliche Menge Methylglyoxal vorhanden war, keinen 
Zucker enthielt, wohl aber der Mist, in dem jedoch kein Methylglyoxal 
nachgewiesen werden konnte. 

Die Haufigkeit des Vorkommens von Methylglyoxal im Boden ist 
offenbar in starkem MaBe von den herrschenden Feuchtigkeitsverhalt- 
nissen abhangig. Da Methylglyoxal in Wasser leicht léslich ist, wird 
es beispielsweise bei langeren Regenperioden vom Wasser vollkommen 
weggetragen, wahrend bei groBer Hitze und Trockenheit sowie langer 
Lagerung unter Dach Verlust durch Verdampfung zu erwarten sind. 
SchlieBlich werden auch gr6Bere Mengen von Methylglyoxal bei normalen 
Feuchtigkeits- und Temperaturbedingungen und bei dem in der Natur 
herrschenden py-Bereich unter dem Einflu8 von Aminoverbindungen 
m Huminsaéuren umgesetzt. Es ist somit die Wahrscheinlichkeit, mit 
der Methvlglyoxal in einem Boden nachgewiesen werden kann, nach 
den jeweiligen Umstanden verscnieden grof8. 


Wenn auch der Methylglyoxalgehalt von Boden und Mist von den 
verschiedensten, offenbar sekundaren Faktoren, insbesondere den kurz 
vor der Probenahme herrschenden Witterungsverhaltnissen abhangig 


ist, so scheinen die Keimzahlen der untersuchten Erden doch darauf 
hinzudeuten, daB der Methylglyoxalgehalt des Bodens urspriinglich 
vielleicht in einem reziproken Verhaltnis zu seinem Gehait an lebenden 
Mikroorganismen steht. 

Es wurde von jeder Probe 1g Erde auf 1 Liter mit sterilem Wasser 
aufgefiillt und davon 10cem nochmals auf 100 cem verdiinnt. Hiervon 
wurde 1 cem abpipettiert und auf eine Pepton-Agar-Platte gebracht. Die 
Auszihlung erfolgte nach 96 Stunden. Die gefundenen Keimzahlen auf 1 g 
trockener Erde umgerechnet, sowie die zwischen Probenahme und Bear- 
beitung vergangene Zeit in ihrer Beziehung zum Methylglyoxalgehalt, sind 
in der Tabelle [1] zusammengestellt. 


Tabelle III. 





Art der Probe Bacterienzahl Aufgearbeitet — elvox al- 


6780000 14 Tage nach Probenahme 
4330 000 1° ae " A 
1770000 | Nach mehrmonatiger 

| Lagerung unter Dach 
Komposterde .... 798000 14 Tage nach Probenahme 
Waldboden 622 000 sofort 
Gartenerde 470 000 a 


* Da bei dieser Arbeit in erster Linie der qualitative Nachweis von Methylglyoxal er- 
bracht werden sollte und daher die quantitativen Verhaltnisse nicht genau kontrolliert werden 
konnten, kénnen absolute Zahlen nicht angefiihrt werden. Durch die \-Zeichen soll das 
schiitzungsweise Mengenverhdltnis angedeutet werden. 


Moorboden 


12* 
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Beim Vergleichen dieser Werte mit den oben beschriebenen Be. 
funden fallt es auf, daB gerade die zwei Erden, die das meiste Methy)- 
glyoxal enthielten, der Waldboden und die Gartenerde, die niedrigsten 
Bacterienzahlen aufweisen. Diese beiden Proben wurden Ende Marz 
entnommen und sofort bearbeitet. Die vier anderen Proben wurden 
Mitte Mai entnommen. Im Mist und im Moorboden, die mit der Acker. 
erde die héchsten Bacterienzahlen aufweisen, wurde kein Methy!- 
glyoxal gefunden. 

Selbstverstindlich kann dieses reziproke Verhalitnis zwischen dem 
Methylglyoxalgehalt eines Bodens und seinem Mikroorganismengehalt 
entsprechend den Schwierigkeiten, die sich einer exakten Methy)- 
glyoxal- und Keimzahlbestimmung in Béden, deren Vorgeschichte 
auBerdem nicht bekannt ist, entgegenstellen, vorlaufig nur mit allem 
Vorbehalt als méglicherweise bestehend angesehen werden. Ob der 
Methylglyoxalgehalt des Bodens primar immer in einem umgekehrten 
Verhiltnis zu seinem Keimgehalt steht, kann erst durch weitere umfang- 
reiche Versuche entschieden werden. 

Es wurde jedoch fiir zweckmabig erachtet, schon jetzt im Zusammen- 
hang mit den Methylglyoxalbestimmungen im Boden auf diese Be. 
ziehung hinzuweisen, da sie unserer jetzigen Kenntnis tiber die Ursache 
der Methylglyoxalbildung im Boden — iiber die wir demnachst be. 
richten werden — entspricht. 

Aus den Destillaten simtlicher Erdproben wurden durch Ver- 
setzen mit 2, 4-Dinitro-phenylhydrazin-Lésung noch weitere Verbin- 
dungen dieses Fillungsmittels mit wasserdampffliichtigen, carbony|- 
haltigen Bodenbestandteilen gewonnen. Diese geben mit alkoholischer 
Kalilauge rétliche Farbungen, die die Blaufirbung des Methylglyoxal- 
osazons, wenn dieses in kleiner Konzentration vorhanden ist, unte! 
Umstiinden iiberdecken kénnen. Uber die Natur dieser Carbony)- 
verbindungen in humushaltigem Material werden weitere Unter- 
suchungen durchgefiihrt. 


Zusammenfassung. 


Zu dem Zweck, Methylglyoxal in humifizierendem Material nach- 
zuweisen, wurden Proben von Waldboden, Gartenerde, Komposterde. 
Ackererde, Moorerde und Mist mit Wasserdampf destilliert und dic 
gewonnenen Destillate mit 2, 4-Dinitro-phenylhydrazin versetzt. Durch 
Priifen der gereinigten Niederschliage mit alkoholischer Kalilauge ie!) 
sich Methylglyoxal in Waldboden, Garten-, Kompost- und Ackererde 
nachweisen. 

Weiter gelang es, die dem Waldboden und der Gartenerde eni- 
stammenden Niederschlige soweit zu reinigen, daB sie durch Schme!z- 
punkt, Mischschmelzpunkt und Analyse als 2, 4-Dinitro-phenyl-osazon 
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des Methylglyoxals identifiziert werden konnten. In Moorboden und 
Mist wurde kein Methylglyoxal nachgewiesen. 

Die in einem Boden vorhandene Menge Methylglyoxal scheint im 
reziproken Verhaltnis zu seinem Gehalt an lebenden Mikroorganismen 
zu stehen. 
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Uber eine Mikromethode zur Bestimmung 
von Nicotin und ihre Anwendung zur Untersuchung 
der fermentativen Nicotinentgiftung durch tierisches 

Gewebe. 
Von 
E. Werle und H. W. Becker. 


(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizinischen 
Akademie Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 29, Mai 1942.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Den Abbau des Nicotins durch tierische Gewebe bestimmten wir 
bisher (1, 2) mit Hilfe des isolierten, atropinisierten Meerschweinchen. 
diinndarms, der im luftdurchperlten Tyrodebad schon durch wenige » 
Nicotin zur Kontraktion erregt wird. Es ist ein Nachteil der Methode. 
da die Empfindlichkeit der Darme nach einer geringen Zahl von 
Messungen abnimmt oder die GréBe der Ausschlage mit der Nicotingabe 

nicht mehr oder nur noch wenig zunimmt. 


Wir waren daher bestrebt, die biologische 
MeBmethode durch eine chemische zu er- 
setzen. Die bereits vorhandenen Bestim. 
mungsmethoden fiir Nicotin erwiesen sic; 
fiir unsere Zwecke als ungeeignet, weil sich 
mit ausreichender Genauigkeit nur Mengen 
von einigen mg bestimmen lieBen und 
Stérungen, wie sie die Gegenwart von 
Stoffen aus tierischem Gewebe bedingen. 
nicht beriicksichtigen. 

Zur Abtrennung von Nicotin aus Ce- 
websansatzen waren zundchst zwei Wege 
gangbar. Erstens Ausschiitteln des Nico. 
tins mit organischen Lésungsmitteln, 
zweitens Abtrennung durch Wasserdamp'- 

t destillation. Das Ausschiittelungsverfahren 

Abb. 1. Destillationsapparat. | erschien von vornherein ungeeignet, weil es 

wechselnde Mengen von Ballastsubstanzen 

mit erfaBt und adsorbiertes Nicotin nicht herauslést. Es wurde da- 
her die Dampfdestillation vorgezogen. 








Es sollte fiir eine gegebene Nicotinmenge das Destillatvolumen méglichs' 
klein gehalten werden. Deshalb wurde zunichst der Ubergang des Nicotin- 
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unter verschiedenen Bedingungen der Destillation gepriift. Der verwendete 
Apparat (Abb. 1) aus Jenaer Glas mit Schliffen und kugelférmigem Tropfen- 
fanger, der vor Beginn der Messungen griindlich ausgedimpft worden war, 
hat einschlieBlich des Destillationskolbens ein Leervolumen von etwa 
120cem. Es wurden jeweils 2 mg Nicotin aus 25cem Aqua dest. unter 
Zusatz von 0,3 g MgO iiberdestilliert. Das Destillat wurde in Fraktionen 
von 0,9 bis 1,2 cem aufgefangen und jede Fraktion mit n/200 HCl gegen 
Methylrot als [ndikator titriert. Eine Vergleichsfarbe fiir den nicht sehr 
scharfen Endpunkt der Titration wurde durch Zusammengeben von Methyl- 
rot mit Aaquimolaren Mengen von HCl und Nicotin hergestellt. Unter diesen 
Bedingungen lassen sich selbst kleinste Nicotinmengen recht genau titri- 
metrisch bestimmen; dabei wird das Nicotin als einsdurige Base erfaBt. 


Wurde die Destillation 


a 
SI 





unter Einleitung von Wasser- 
dampf durchgefiihrt, so war die 
Nicotinkonzentration im Destil- 
lat sehr gering und die ersten 
10cem des Destillats enthielten 
nur 35°% der zugesetzten Nico- 
tinmenge. Beim Erhitzen ohne 
Dampfdurchleitung wurden mit 
den ersten 10 cem 57% dieser 
Menge iiberdestilliert. | Ein 
quantitativer Ubergang bei 
kleinem Destillationsvolumen 
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konnte erst durch Zusatz von 9 
Salzen erzielt werden. Aus bias: cng pee 
kochend gesittigter NaCl-Lé- — “””"{seng. Abszisse: ccm Destilat. 
sung lieBen sich 2 mg Nicotin Ordinate: Gbergetriebenes Nicotin in Prozenten 
mit 7,5 cem Destillat quan- Es wurden Porat ag cmoteg ase aus 25cem 
titativ iibertreiben, aus kochend destilliertem btge herb von 0,3 g MgO 
gesattigter LiCl-Lésung mit I. unter Durchleitung von Watsendasnt, 
7,9cem. Die NaCl-Lésung ent- I. durch einfaches Kochen, 

III. unter Zusatz von 37,8¢ LiCl, 
hielt dabei 10,2 g Salz in 25 cem IV. unter Zusatz von 10,2g Na Cl. 
und kochte bei 109°, die LiCl- 
Lésung mit 37,8 g Salz in 25 cem bei 168°. Dieselben Resultate hatten 
nachtragliche Kontrollversuche, bei denen das Nicotin in Gegenwart 
von tierischen Geweben iibergetrieben und mittels der unten ange- 
gebenen kolorimetrischen Methode bestimmt wurde. Die Ergebnisse 
dieser Versuche sind in Abb. 2 dargestellt. Fiir einen raschen, quan- 
titativen Ubergang des Nicotins ist also die Destillation aus kochend ge- 
sittigter NaCl-Lésung ohne Dampfdurchleitung am giinstigsten. Bei allen 
folgenden Destillationen wurden deshalb die Ansaitze nach Zusatz von 
03g MgO und 10,2 g NaCl mit destilliertem Wasser auf 25 ccm auf- 
gefiillt und anschlieBend 8 ccm Destillat iibergetrieben. 
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In den Gewebsdestillaten liegt das Nicotin im Gemisch mit Ammo- 
niak und fliichtigen Alkylaminen vor, und zwar zeigen Destillate von 
1 g tierischem Gewebe die gleiche Titrationsalkalinitét wie 2 bis 4 mg 
Nicotin. Zur quantitativen Bestimmung des Nicotins ist also entweder 
eine vorherige Abtrennung notwendig, oder es mu eine Methode an- 
gewandt werden, die eine Bestimmung in Gegenwart der iibrigen 
Destillationsprodukte gestattet. 


{s wurde zunichst versucht, die Begleitstoffe abzutrennen, um das 
Nicotin anschlieBend mittels der oben angegebenen, sehr genauen Titration 
bestimmen zu kénnen. Fallungen mit Pikrinséure oder Silicowolframsiure 
ergaben bei den geringen Nicotinkonzentrationen unserer biologischen Ve1 
suche keine quantitative Abscheidung des Alkaloides. 

Erfolgversprechender schien die Durchliiftungsmethode zu sein, hat 
doch Nicotin mit einem Siedepunkt von 247° einen weit niedrigeren Dampt- 
druck als Ammoniak und die fliichtigen Alkylamine, von denen Methy|. 
amin bei — 6°, Athylamin bei 17° und n-Butylamin bei 77° siedet. Dem. 
gemaB zeigte eine Lésung von 2 mg Nicotin in 10 cem destilliertem Wasser 
selbst nach 24stiindiger Luftdurchleitung keine meBbare Abnahme des 
Nicotingehalts. Andererseits lieBen sich auf diesem Wege die Alkylamine 
niemals vollkommen aus den Gewebsdestillaten entfernen, was mit den 
Versuchsergebnissen von J. Rechenberger (3) iibereinstimmt. Die Durch- 
liiftungsmethode ist also zur quantitativen Abtrennung der Alkylamine 
vom Nicotin unbrauchbar. 

Ein weiterer Versuch, das Nicotin aus den Gewebsdestillaten zu iso- 
lieren, wurde mit dem Ausschiittelungsverfahren gemacht, und zwar wurden 
Ather, Amylalkohol, Benzol, Toluol, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff und 
Schwefelkohlenstoff auf ihre Eignung hierzu gepriift. Die giinstigste Ver- 
teilung ergab sich bei Anwendung von Tetrachlorkohlenstoff, wobei Nicotin 
von diesem aufgenommen wurde, wihrend Ammoniak und die Alkylamine 
vorwiegend in der wiisserigen Phase zuriickblieben. Eine vollstandige Ab- 
trennung war aber auch auf diesem Wege nicht zu erzielen. 

Nicotin kann in Gegenwart von Alkylaminen ohne weiteres polari- 
metrisch bestimmt werden; denn optisch reines Nicotin weist eine spezifische 
Drehung von 168° auf, wahrend die fliichtigen Alkylamine optisch inaktiv 
sind. Bei den vorliegenden, sehr geringen Nicotinmengen versagt aber auch 
diese Methode. 

Weiter wurde versucht, mittels einer titrimetrischen Differenzmethode 
den Nicotingehalt. von Gewebsdestillaten direkt zu bestimmen. In einem 
aliquoten Teil des nicotinhaltigen Gewebsdestillats wurde hierzu die Gesamt- 
alkalinitat titrimetrisch gemessen. Ein anderer Teil des Destillats wurde 
nach Kjeldahl verascht und das gebildete Ammoniak durch eine zweite 
Titration bestimmt. Ein Molekiil Nicotin enthalt aber zwei Atome Stickstofi, 
miiBte also zwei Molekiile Ammoniak bilden, wihrend ein Molekiil fliichtiges 
Alkylamin stets nur ein Molekiil Ammoniak liefern kann. Die Differenz de: 
beiden Titrationsergebnisse miiBte demnach ein Ma8 fiir den Nicotingehalt 
des Gewebsdestillats sein. Die Veraschung des Nicotins erbrachte jedoch 
nicht die nach der Theorie zu erwartende Menge Ammoniak. Eine quanti. 
tative Nicotinbestimmung in der skizzierten Weise ist also unméglich. 


Es wurde nunmehr nach Reaktionen gefahndet, die eine kolori- 
metrische Bestimmung des Nicotins erméglichen sollten. Fiir den 
Pyridinring werden in der Literatur zwei Farbreaktionen angegeben 
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E. Vongerichten (4) koppelt Pyridin unter starkem Erhitzen und Alkali- 
sieren mit 2,4-Dinitrochlorbenzol zu einem roten Farbstoff. W. Ké- 
nig (5, 6) hat eine Klasse von Farbstoffen durch Vereinigung von Pyridin 
mit Bromcyan und einem aromatischen Amin dargestellt. Beide Farb- 
reaktionen sind wiederholt zur kolorimetrischen Bestimmung von 
Pyridin und Pyridinderivaten herangezogen worden (7). Die Reaktion 
nach Vongerichten war dabei stets komplizierter in der Ausfiihrung und 
wies daher auch eine gréBere Fehlerbreite auf. Wir priiften daher 
lediglich die Kénigsche Bromcyanreaktion hinsichtlich ihrer Brauch- 
barkeit zur Nicotinbestimmung. 

Nach W. Kénig laBt sich die Farbreaktion des Pyridinringes mit 
beliebigen aromatischen Aminen ausfiihren. Die Farbe des Reaktions- 
produktes ist dabei ausschlieBlich von der Art des zugesetzten Amins 
abhangig, vorausgesetzt, daB immer derselbe Pyridinkérper vorliegt. 
Um eine Farbe mit méglichst giinstigem Absorptionsspektrum zu er- 
zielen, wurden als Amine fiir die Nicotin-Bromeyan-Reaktion nach- 
einander «- und f-Naphthylamin, Benzidin und Anilin verwendet. 
Es wurden jeweils 162 y Nicotin (= 10-6 Mol) in 8 ccm destilliertem 
Wasser mit 2 ccm einer 0,5 mol. alkoholischen Lésung des betreffenden 
Amins gemischt und anschlieBend 1 ccm einer 10%igen wasserigen 
Bromcyanlésung zugegeben. Je nach dem verwendeten Amin farbten 
sich die Lésungen gelb bis rétlich gelb. Das Maximum der Farbtiefe 
war noch nicht erreicht, als in den Ansitzen mit den Naphthylaminen 
und mit Benzidin dichte Triibungen auftraten. Diese Triibungen 
wurden in der Hauptsache durch unlésliche Nebenprodukte verursacht, 
die offenbar aus einer direkten Reaktion zwischen Bromeyan und den 
Aminen herriihrten; denn in Abwesenheit von Nicotin traten sie in 
gleicher Starke auf. Durch reichlichen Zusatz von Aceton oder Eisessig 
konnten die triiben Ansitze geklirt werden. Nur die Lésungen mit 
Anilin triibten sich nicht und waren somit allein fiir eine photometrische 
Messung geeignet. Alle weiteren Reaktionen wurden deshalb mit 
Anilin durchgefiihrt. Die Absorptionsmessung erfolgte mittels Pulfrich- 
Photometer unter Vorschalten des Filters S 47, in dessen DurchlaBgebiet 
das Absorptionsmaximum des gebildeten Farbstoffs liegt. 

Durch Mischen von Nicotin- und Bromeyanlésung entsteht ein 
blaBgelber Farbton; der sich nach Zugabe von Anilin zu einem kraftigen 
Rotgelb vertieft. Unter sonst gleichen Bedingungen zeigt die rotgelbe 
Farbung in ihrer Intensitaét eine starke Abhangigkeit vom zeitlichen 
Abstand der Bromeyan- und der Anilinzugabe. Die experimentelle 
Untersuchung dieser Frage ergab, daB eine maximale Extinktion durch 
gleichzeitige Zugabe von Bromeyan und Anilin erzielt wird. Wird 
Anilin 5 Minuten nach dem Bromcyan zugegeben, so werden nur noch 
74% der maximalen Extinktion erreicht, nach 15 Minuten nur 45% 
und nach 30 Minuten 20°. Wird hingegen zuerst Anilin zur Nicotin- 
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lésung gegeben und danach erst Bromcyan, so entwickelt sich stets die 
maximale Extinktion, und zwar in voélliger Unabhangigkeit von dem 
zeitlichen Abstand der Reagenzienzugabe. Bei allen folgenden Reak.- 
tionen wurde deshalb zuerst Anilin und dann Bromeyan der Nicotin- 
l6sung zugesetzt. 

Die mit einer bestimmten Nicotinmenge erreichbare Extinktion 
zeigt starke Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration des 
Reaktionsmilieus. Zur systematischen Priifung dieses Wasserstoff- 
ioneneinflusses wurde die Nicotin-Bromcyan-Reaktion in Pufferlésungen 
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Abb, 3. Abhiingigkeit der Nicotin-Bromeyan-Reaktion von der Wasserstoffionenkonzentration. 
Abszisse : py, Ordinate: erreichter Extinktionskoeffizient. 

Die Reaktionsansatze enthielten: 162 y Niecotin (10-6 Mol), 20mg Anilin und 100mg Bromeyan 
in 10cem Puffer. Die pq-Einstellung erfolgte bei I. mit m/15 Phosphatpuffer nach Sédrensen, 
bei IL. mit Universalpuffer nach Theorell und Stenhagen (8). 

-—-— In den gestrichelten Teilen der Kurven traten Triibungen auf. 


Abb. 4. Einflu8 der Bromeyan- und der Anilinkonzentration auf den Ablauf der Nicotin- 
Anilin-Bromeyan-Reaktion. 
Abszisse : mg Anilin in 10 ccm. Ordinate : erreichter Extinktionskoeffizient. 
Die Reaktionen wurden mit 162) Nicotin (10-6 Mol) in 10cem m/15 Phosphat puffer 
von pH 6,1 angestellt. 





von verschiedenem py angestellt. Als Puffer dienten dabei in einer 
Untersuchungsreihe die Phosphatgemische nach Sérensen, in einer 
anderen der Universalpuffer nach Theorell und Stenhagen (8). Letzterer 
enthalt auBer Phosphorsiure noch Citronensaéure, Borsaure, Natron- 
lauge und Salzsdure und ist durch die im ganzen py-Bereich gleich- 
bleibende Konzentration aller lonen — mit Ausnahme der H- und der 
Cl-Ionen — ausgezeichnet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind 
in Abb. 3 dargestellt. Die Ursache fiir die Differenz zwischen den 
Werten, die mit Phosphatpuffer und denjenigen, die unter Verwendung 
des Universalpuffers erhalten wurden, liegt wohl in einer spezifischen 
lonenwirkung:; sie wurde aber nicht naher untersucht. Die fiir den Ablaut 











stets die 
on dem 
1 Reak- 
Nicotin- 


tFinktion 
jon des 
serstoft- 


dsungen 


a 


0 WW dm 


entration. 


Bromeyan 
Sdrensen, 


Nicotin- 


fer 





1 einer 
| einer 
tzterer 
jatron- 
gleich- 
nd der 
on sind 
n den 
‘ndunyg 
fischen 


Ablauf 


Uber eine Mikromethode zur Bestimmung von Nicotin usw. 187 


der Reaktion optimale Wasserstoffionenkonzentration liegt jedenfalls 
unabhangig von der Art des verwendeten Puffers bei py 6,1, bei welchem 
deshalb alle weiteren Reaktionen angestellt wurden. 

Der EinfluB der Anilin- und der Bromeyankonzentration auf den 
Reaktionsverlauf wird durch die Kurven der Abb. 4 dargestellt. 
Unter sonst gleichen Bedingungen nimmt die Extinktion also mit 
steigender Bromeyankonzentration zu. Eine Erhéhung des Anilin- 
gehalts hat hingegen nur bis zu einer Konzentration von 190 mg °%, eine 
Extinktionssteigerung im Gefolge. Weitere Erhéhung der Anilin- 
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Abb. 5. Zeitlicher Verlauf der Nicotin-Bromeyan-Reaktion bei verschiedener 
Bromeyankonzentration. 
Die Reaktionsansiitze enthielten in 10cem m/15 Phosphatpuffer 
von px 6,1 1627 Nicotin (= 10-6 Mol), 20mg Anilin und 
I. 50mg Bromeyan (Ablesezeit ¢; = 3 Min.), 
II. 200 mg Bromeyan (Ablesezeit tg = 1 Min.). 
Reaktionstemperatur ; 25° C. 


konzentration fiihrt zu einem Absinken der Extinktionswerte. Mit 
einer gegebenen Nicotinmenge l4Bt sich also die héchste Extinktion 
durch groBe Bromecyandosen erzielen unter Zugabe von 19) mg%, 
Anilin. Dieser Extinktionssteigerung ist jedoch bei Verwendung des 
Pulfrich-Photometers als MeBinstrument praktisch eine Grenze gesetzt. 
Es zeigte sich nimlich, daB mit steigender Bromeyankonzentration die 
Reaktionsgeschwindigkeit rasch zunimmt. Aus Abb.5 geht hervor, 
daB dabei sowohl die Bildung als auch das Ausbleichen des Farbstoffs 
eine Beschleunigung erfahren. Die Zeit, in der die Ablesung erfolgen mul 
und wahrend der sich der Extinktionswert nur bis zu 2°, andern darf, 
wenn die Genauigkeit der Bestimmung nicht leiden soll, wird also 
zunehmend verkiirzt. Steigerung der molaren Extinktion durch Er- 
héhung der Bromeyankonzentration bedingt somit oberhalb einer 
gewissen Grenze eine Zunahme des Ablesefehlers. Die Genauigkeit der 
Bestimmungsmethode, die mit steigender molarer Extinktion zunachst 
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zunimmt, erfahrt infolgedessen bei héheren Extinktionswerten wiede: 
eine Verminderung. Unter Beriicksichtigung dieser Faktoren erwies 
sich eine Konzentration von etwa 100 mg BrCN und 19 mg Anilin auf 
10 ccm als am ginstigsten. 


Die oben aufgefiihrten Versuche wurden ausschlieBlich mit 
reinen Nicotiniésungen angestellt. Zur Bestimmung von Nicotin in 
Gewebsdestillaten ist die Kdénigsche Reaktion aber nur unter der 
Voraussetzung brauchbar, da8 sich die tibrigen Destillationsprodukte 
nicht an der Bromeyanreaktion beteiligen oder einen sonstwie stérenden 
EinfluB8 ausiiben. Nicotinfreie Gewebsdestillate, sowie die wasserigen 
Lésungen von Methylamin, Dimethylamin und Athylamin ergaben mit 
Anilin und Bromeyan keinerlei Farbsteffbildung. Lief hingegen die 
Nicotinreaktion in Gegenwart von Gewebsdestillat oder von reinen 
Alkylaminen ab, so zeigten die Extinktionswerte zum Teil erhebliche 
Abweichungen von den mit reinen Nicotinlésungen erzielten Werten. 
Diese St6rwirkung der Destillationsprodukte ist zuriickzufiihren auf den 
unspezifischen EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration, welche durch 
die Alkylamine stark zur alkalischen Seite verschoben wird. Bei aus- 
reichender Pufferung der Reaktionsansitze war namlich keinerlei 
Wirkung der Alkylamine mehr zu beobachten, so daB die Kénigsche 
Reaktion sehr wohl zur Nicotinbestimmung in Gewebsdestillaten 
geeignet ist. 

Auf Grund der bisher angefiihrten Versuche ergibt sich fiir die 
Bestimmung von Nicotin in Ansatzen mit tierischem Gewebe folgende 


Arbeitsvorsehrift. 


Der nicotinhaltige Gewebsansatz wird mit destilliertem Wasser 
quantitativ in den oben beschriebenen Destillationsapparat tiber- 
gespiilt. Das Gesamtvolumen von Gewebsansatz plus Wasser soll 
dabei 25ccm nicht tiberschreiten. Dazu werden 10,2 g NaCl und 
0,3 g¢ MgO gegeben und anschlieBend die Destillation eingeleitet. Ein 
Uberschiéumen wird durch sorgfaltiges Regulieren der FlammengriBe 
und vorsichtiges Erwirmen des Destillationskolbens an den Seiten- 
wanden vermieden. Die Anwendung von Entschéiumungsmitteln wie 
Octylalkohol ist zu verwerfen, da diese organischen Lésungsmittel mit 
iiberdestillieren und nachher die Kénigsche Reaktion beeinflussen 
kénnen. Als Destillationsvorlage dient ein schmaler MeBzylinder, der 
bei genau 8 ccm eine Ringmarke tragt. Die Vorlage und der Kihler 
werden gegen den Brenner durch Zwischenschalten von Asbest- oder 
Tonplatten abgeschirmt. Es werden annahernd 8 ccm iiberdestilliert und 
anschlieBend mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. 

Zum Destillat werden 2 ccm einer 1% igen Lésung von Anilin in 
m/5 Phosphatpuffer von py 6,1 zugesetzt. AnschlieBend wird 1 ccm 
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Uber eine Mikromethode zur Bestimmung von Nicotin usw. 189 
einer 10 %igen wasserigen Bromeyanlésung zugegeben, worauf bei An- 
wesenheit von Nicotin die Farbstoffbi!dung rasch einsetzt. Die Brom- 
cyanlésung mu unter gutem VerschlufS am besten im Eisschrank 
aufbewahrt werden, da sonst Bromcyan entweicht und die erwarteten 
Extinktionswerte bei verminderter Bromeyankonzentration nicht er- 
reicht werden, wie es in Abb. 4 dargestellt ist. 

Die Farbstofflésung wird hierauf in eine entsprechende Kiivette 
des Pulfrich-Photometers eingefiillt, wobei das vorhandene Gesamt- 
volumen von 11 cem fiir ,,.Normalkiivetten® bis zu 3 em NSchichtdicke 














ausreicht. Werden kleinere Schicht- 500 

dicken erforderlich, sq sind ,,Klein- 

kiivetten‘’ zu verwenden. Als Kom- 400 

pensationsfliissigkeit geniigt  destil- 

liertes Wasser, da Destillate und Rea- < 0 4 
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4. und 5. Minute eine Reihe von Ab- Abb. 6. Eichkurve zur kolori- 


lesungen auszufiihren. Der gefundene IED Ly 


maximale Extinktionswert wird auf die Schichtdicke von 1 em reduziert 
und mit Hilfe des so berechneten Extinktionskoeffizienten der Nicotin- 
gehalt aus der Eichkurve (Abb. 6) abgelesen. 

Zur Aufstellung der Eichkurve werden verschiedene Nicotinmengen 
in 8ccm destilliertem Wasser gelést und diese Lésungen nach der oben 
gegebenen Vorschrift wie nicotinhaltige Gewebsdestillate weiter be- 
handelt. Die fiir die Extinktionskoeffizienten gefundenen Werte werden 
mit den zugeordneten Nicotinmengen in ein Koordinatensystem ein- 
getragen. Die so erhaltene Kurve nimmt einen vollig linearen Verlauf 
bis zu einer Nicotinmenge von etwa 3000 y, d.b. bis zu dieser Kon- 
zentration ist das Lambert-Beersche Gesetz streng erfiillt. Oberhalb 
3000 y weicht die Kurve nach oben ab und der Extinktionskoeffizient 
fiir 4000 y liegt um 5% hoher als der nach dem Lambert-Beerschen 
Gesetz zu erwartende Wert. 

Die Methode ist spezifisch fiir einen dampffliichtigen Pyridin- 
kérper von basischem Charakter, bei den vorliegenden Untersuchungen 
also fiir das Nicotin. Was die Genauigkeit der Methode anbe- 
trifft, so konnte der Bestimmungsfehler fiir Mengen unterhalb 100 y 
durch Ubung auf + 4% herabgedriickt werden. Bei Mengen iiber 
100 y ist die prozentuale Genauigkeit noch gréBer. Als untere 
Grenze fiir eine quantitative Erfassung kann die Nicotinmenge von 3 y 
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gelten. Die Methode ist so eingeste!lt, daB als gréBte Menge etwa 2000 y 
bestimmt werden kénnen. Um gréfere Mengen zu erfassen, brauchen 
lediglich die Volumenverhialtnisse, insbesondere bei der Destillation, 
modifiziert zu werden. Ein getibter Untersucher kann bei gleichzeitiger 
Bedienung von drei Destillationsapparaten in knapp 2 Stunden 10 Be- 
stimmungen ausfiihren. Mit einer Hilfskraft, die die Destillation iiber- 
wacht, laBt sich diese Zeit noch wesentlich verkiirzen. 

Mit Hilfe der neuen Methode wurde eine Reihe von Untersuchungen 
iiber die Nicotinentgiftung durch tierische Gewebe angestellt. Die 
Organe wurden jeweils dem frisch entbluteten Meerschweinchen ent- 
nommen und mit der Rasierklinge in feine Scheiben geschnitten. Von 
den Gewebsschnitten wurden 0,8 ¢ in 3ccm Tyrodelésung, die 500 y 
Nicotin enthielt, suspendiert und unter standiger Sauerstoffdurch- 
leitung im Glasarm nach Krebs bei 37,59 geschiittelt. Nach 3 Stunden 
wurden die Versuche durch Abkiihlen des Glasarmes auf 6° abgebrochen 
und die noch vorhandene Nicotinmenge bestimmt. Die Ergebnisse 
dieser Versuche, die in Tabelle I wiedergegeben sind, stimmen mit den 
friiher gefundenen Abbauwerten (1, 2) gut iiberein. 


Tabelle I. Nicotinentgiftung durch Gewebsschnitte von lebens- 
frischen Meerschweinchenorganen. 

Die Ansitze enthielten jeweils 0,8 g Gewebe in 3cem Tyrodelésung mit 

500 + Nicotin und wurden 3 Stunden lang bei 37,5° unter Sauerstoffdureh- 

leitung geschiittelt. Die Zahlen stellen Durchschnittswerte aus Versuchen 
mit Organen verschiedener Tiere dar. 





Wiedergefundenes Abgebaute Menge 


Gewese Nicotin in y Nicotin in 7 Abben in % 
ee ee ene 245 255 51 
RIN aging ugha at eee 282 218 44 
SRE ere sene 439 61 12 
PIOUEEWNOL ove cere. 500 0 _ 


Vom Meerschweinchen besitzt Lebergewebe mit einer Nicotin- 
abnahme von durchschnittlich 51° die starkste Entgiftungsfahigkeit, 
es folgt die Lunge mit 44°/ und die Niere mit 12°. Muskulatur, Milz, 
Haut, Gehirn und Nebennieren zeigen keine Abbaufahigkeit. Auch 
Gewebsbrei, der aus Leber durch Zerreiben mit Sand hergestellt worden 
war, vermochte kein Nicotin abzubauen, ein Befund, der sich vielleicht 
aus einer raschen, autolytischen Zerstérung des entgiftenden Ferments 
erklaren 1a8t. Diese Versuchsergebnisse bestatigen in vollem Umfang 
die fritheren Befunde (1,2). Dariiber hinaus erlauben sie noch, eine 
Aussage zu machen tiber die entstehenden Entgiftungsprodukte: 
Unter diesen befindet sich kein dampffliichtiger, basischer Pyridin- 
kérper. Ein solcher wiirde naémlich zusammen mit unverandertem 
Nicotin tiberdestillieren und sich an der Kénigschen Reaktion beteiligen. 











2000 y 
auchen 
llation, 


zZeitiger 
10 Be- 
n tiber- 


hungen 
t. Die 
n ent- 
1. Von 
» 50O y 
‘durch. 
bunden 
rochen 
» bnisse 
it den 


-bens- 


ng mit 
‘dureh- 
suchen 


icotin- 
igkeit, 
-Milz, 
Auch 
orden 
leicht 
ments 
nfang 
, eine 
lukte : 
ridin- 
ertem 
ligen. 





Uber eine Mikromethode zur Bestimmung von Nicotin usw. 19] 


Gegentiber der biologischen Methode miiBte dann die kolorimetrische 
viel zu hohe Nicotinwerte ergeben. 

Da die Entgiftung ein oxydativer Vorgang ist, kam als Entgiftungs- 
produkt die Nicotinsdure in Betracht. Es wurde versucht, diese Frage 
mit Hilfe der Kénigschen Reaktion zu entscheiden. Zu diesem Zwecke 
wurde der Destillationsriickstand von Gewebsansiatzen, die viel Nicotin 
entgiftet hatten, filtriert und in einem aliquoten Teil des Filtrats durch 
Zugabe von Anilin und Bromeyan die Aénigsche Reaktion eingeleitet. 
Ein anderer Teil des mehr oder weniger gefarbten und triiben Filtrats 
diente als Kompensationsfliissigkeit fiir die kolorimetrische Bestimmung 
im Pulfrich-Photometer. Wider Erwarten ergab sich keinerlei Extink- 
tion. Umeine Hemmung der AKénigschen Reaktion durch die zahlreichen 
m Filtrat gelésten Stoffe auszuschalten, wurden solche Filtrate mit 
entsprechenden Mengen von Nicotin oder Nicotinséure versetzt und 
anschlieBend in ihnen die Bromcyanreaktion angestelit. Jedesmal 
wurde dabei eine Extinktion erzielt, die in der GréBenordnung des er- 
warteten Wertes lag. Damit ist der Beweis erbracht, da8 bei der Ent- 
giftung von Nicotin durch tierische Gewebe Verbindungen entstehen, 
welche die Kénigsche Reaktion nicht mehr geben. Die Entgiftung 
kénnte entweder auf einer Aufspaltung des Pyridinringes beruhen oder 
aber mit einer Blockierung des fiir die Bromeyanreaktion notwendigen 
freien Pyridinstickstoffs etwa durch eine Methylgruppe einher- 
gehen. Ob dabei ein Abbau bis zum Ammoniak erfolgt, oder ob etwa 
Trigonellin entsteht, das D. Ackermann (9) bei der Verfiitterung von 
Nicotinséure im Harn nachweisen konnte, miissen weitere Versuche 
ergeben, die bei Einbeziehung anderer Pyridinderivate auch die Frage 
der Spezifitat des nicotinentgiftenden Ferments klaren kénnen. 

Da bei der Nicotinentgiftung kein mit Bromeyan reagierender 
K6érper entsteht und andererseits die Nicotin-Bromcyan-Reaktion in 
Gewebsansatzen nicht gehemmt ist, so wiirde sich das Abdestillieren 
des Nicotins fiir die kolorimetrische Bestimmung eriibrigen. Doch 
nehmen die in Gewebsansitzen gelésten Stoffe einen merklichen, von 
Fall zu Fall verschieden groBen EinfluB auf den Verlauf der Nicotin- 
Bromcyan-Reaktion, so daf nicht isoliertes Nicotin nur mit Hilfe einer 
Differenzmethode richtig bestimmt werden kénnte. 
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Uber die chemische Zusammensetzung 
der menschlichen Bluteiwei®kérper. 
IV. Mitteilung: 
Die Blutproteine bei akuten fieberhaften Krankheiten. 
Von 
Péter Balint und Marianne Balint. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Erzsébet-Universitat in Pées.) 


(Eingegangen am 28. Mai 1942.) 


In unserer ersten Arbeit (1) haben wir die Sera normaler Personen 
und nichtfiebernder Kranken in zwei Fraktionen (Globulin und Albumin 
gespalten und ihren Gehalt an Tyrosin, Tryptophan und Cystin bestimmt 
Die Ergebnisse spornten uns zu weiteren Versuchen an, in denen nicht 
Serum, sondern Plasma untersucht wurde, welches aber nicht in blol 
zwei, sondern in sechs Fraktionen gespalten wurde (2). Die Kranken- 
gruppen, denen das Blut entstammte, waren in beiden Fallen die gleichen: 
normale und an_nichtfieberhaften Krankheiten leidende Personen 
Da nach Schenck (3) und Lang (4) die Zusammensetzung des Globins 
bei animischen Menschen eine dem normalen gegeniiber abweichende 
ist, schien es uns ratsam, zunachst das Globin der obengenannten 
Gruppen zu untersuchen, um in spateren einen Vergleich zu haben (5). 
In keinem Fall wurden Blutproteine fiebernder oder anamischer Kranker 
untersucht. 


Unsere Versuchsergebnisse sind kurz zusammengefaBt die folgenden 
Das Globin wies in seiner Zusammensetzung eine weitgehende Konstanz 
auf, natiirlich kénnen wir das bloB von den durch uns untersuchten 
sogenannten Indikatoraminoséuren (Tyrosin, Tryptophan, Cystin. 
Arginin, Histidin) behaupten. Die Zusammensetzung der einzelnen 
Plasmaeiweibfraktionen weist trotz der betrachtlichen Schwankungen 
der Einzelwerte eine: gewisse Konstanz auf, so dai auf Grund der 
Analysenergebnisse entschieden werden kann, ob das untersuchte 
EiweiB Fibrinogen, Globulin oder Albumin sei. 


Die Durchschnittswerte der Aminoséuregehalte des Fibrinogens 
Euglobulins bzw. Pseudoglobulins I und des Albumins II unterscheiden 
sich durch fehlerkritisch gesicherte Differenzen voneinander, Euglobulin 
und Pseudoglobulin I erwiesen sich als identisch, Pseudoglobulin II und 
Albumin I muBten als ,,Mischfraktionen’’ angesehen werden. Die Zu- 
sammensetzung des Euglobulins bzw. Albumins IT ist nahezu identisc/: 
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mit der Zusammensetzung des Gesamtglobulins bzw. Gesamtalbumins 
(s. Mitteilung I). 

Da in den vorangehenden Arbeiten nur die BluteiweiBkérper von 
normalen Personen und von fieberfreien, chronischen Kranken unter- 
sucht wurden, konnte angenommen werden, daB der Organismus sozu- 
sagen Zeit hatte, sich den neuen Verhaltnissen anzupassen und ein, 
wenn auch verandertes Bluteiweibgleichgewicht schon eingetreten sein 
konnte. Bei den fieberhaften akuten Infektionskrankheiten verdndert 
sich das BluteiweiBbild in Tagen, ja sogar in Stunden, und es schien uns 
von Interesse zu untersuchen, ob auch hier die Verschiebung des Albu- 
min /Globulin- Quotienten (4G) mit einer chemischen Umwandlung der 
betreffenden EiweiBkérper verbunden sei, oder aber blob eine physi- 
kalisch-chemische Verschiebung der Fallungsgrenzen bedeute. 


Experimenteller Teil. 


Das Plasma wurde wie in Mitteilung II angegeben aufgearbeitet, das 
Globin nach der von Schenck (3) beschriebenen Methode. AuSer dem Fibri- 
nogengehalt der einzelnen Plasmen, welcher durch Bestimmung der durch 
10,6% ige Na, SO,-Konzentration ausfallbaren EiweiBmenge geschah, wurde 
auch das sogenannte Ca-Fibrin bestimmt. Unter letzterem verstehen wir 
die Menge des durch CaCl,-Zusatz aus dem Oxalatplasma fallbaren Eiweibes. 
Die Bestimmung geschah, indem wir 1 cem Plasma im Zentrifugenglas mit 
etwa 20 ccm physiologischer Kochsalzlésung verdiinnten und dann tropfen- 
weise 0,3cem 10° ige CaCl,-Lésung zuflieBen lieBen. Nach vier- bis fiinf- 
stiindigem Stehen, nachdem die Losung erstarrt war, wurde sie mit einem 
Glasstab gut durchgemischt und das abgeschiedene Fibrin zentrifugiert. 
Der Bodensatz wurde mit physiologischer Kochsalzlésung zweimal ge- 
waschen, mit einigen Tropfen 20°,iger NaOH am Wasserbad gelést und 
quantitativ in einen Mikro-Kjeldahl-Kolben gespiilt. Nach Veraschung 
wurde der Stickstoffgehalt kolorimetrisch bestimmt. Der A/G wurde er- 
mittelt, indem wir im Filtrat der 21,59, Na, SO, enthaltenden Plasmaver- 
diinnung den Stickstoffgehalt bestimmten, der dem Albumin- und Rest- 
stickstoffgehalt entspricht. Nach Subtraktion des Reststickstoffs und 
Multiplikation mit 6,25 erhalten wir den Albumingehalt. Die Difterenz: 
GesamteiweiBgehalt — (Fibrinogengehalt + Albumingehalt) ergibt den 
Globulingehalt des Plasmas. 

Die Aminosiurebestimmungen wurden wie in Mitteilung I] angegeben 
ausgefiihrt. Die Analysenergebnisse der Plasmaeiweififraktionen wurden 
auf ein 16° Stickstoff enthaltendes EiweifB umgerechnet. Samtliche 
angegebenen Prozentzahlen bedeuten also, wieviel g Aminosaure das Praparat 
auf 16g Gesamtstickstoff enthalt. Die prozentuale Zusammensetzung des 
Globins dagegen entspricht dem im Exsikkator bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknetem Priparat. 


Versuchsergebnisse und ihre Besprechung, 
Tabelle I enthalt unsere simtlichen Analysenergebnisse. Die Falle 


sind nach Krankheitsgruppen geordnet. 
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81 || 128. Sepsis. ..... |'6,78 _ — 8,98 2,30 1,61 3 90/275; — | — 2'04 3,01 2,42 6,25) 2,81 2, 
82 || 120. Sepsis ..... — | — — | 4,72 3,16 1,64 3.94 2.66 — | — {2,40 2,52/2,75|) — | 5,62) 2,63 2,1 
83 184. Sepsis... . . . 5,56) 1,64,0,63 0,64 5,42) 2,72/ 1,85 5,17 2,68, 0,50 6,88 2,56 2°34 3.28 2:96) 1,12 5,96 3,21 2,4 
34199. Sepsis. . . . . . | 6,19 1,02/1,07/ 0,78) 5,31 2,68) 2,10. 5,25 2 oo 0,71 6,27 2,79) 2,48) 8,30 2,37) 1,79 6,55) 2,91 2,4 
35 | 208. Sepsis . 6,41 1,00 0,60 0,56 5,14 2,43 1.62 4.53 2:6 5 1,19 6,12) 2,05; 1,89 2,81 2,64) 1,17) 5,62) 1,88 1,8 
86 213. Status post pneu- | } 

moniam Sepsis | 

WME ES eae 7,92) 0,63 0,81) 0,76) 5,05 2,45 0,61) 4,50.2,73 — 5,90 2,27) 2,56 8,35 2,66 — | 5,50| 2,25 2,2 


37 92. Abscessus multipl. | 
| $f RA ee 9,85 0,59 2,76 2,75 6,10) 2,59 1,89 4,59 2,44 1,71 6,84 2,88) 2,66 3,07 2,72) 1,74 6,27, 2,64 2,4 
38 100. Derselbe Fall V. 7. | 7,05) 0,85 0,83//0,21| 6,50 2,67/ 2,28 4,53 2,94 1,05) 6,22) 2,63) 2,02 2,64 2,50 |/2,57 6,29 2,72 2,4 
39 151. Abseessus periton- 
willerig@ 1... 6,96 1,81 0,75, 1,02 5,87 3,57 2,18 3,68 2,47 0,05 6,80 3,11 2,36 2,97 2,67 1,16 5,75) 2,78 
40 153. Derselbe Fall nach 


Eroffnung .. . | 6,85 1,5510,56 0,45 — | — (1,92 4,08 2,62 0,40 6,10 3,11, 2,24 2,61 2,68) 1,86 6,19 2,94 2." 
41 216. Sepsis. . . 6,95 2,75 0,54 0,28 5,04) 2,48 2712 4/87 2°90 2,74 2,99 3,00 5,93, 2,14 2, 
42 219. Sepsis post ab. - 6,96 1,23'0,55 0,45 4,98 2,46 1,75 3,762.42 — 6,13 3,10 2.45 2/58 2,52) — | 6,16 3,16 2.4 
43 225. Angina monocytica 7,65 1,91 0, 72 |0,66 6,88 2,92) 2,12 3,04 2,47, — 6,55 2,89 2,73 2,61/2,62) — 6,91) 2,292 
44 221, Agranulocytosis | | : 
ae 8,15 1,60 0,98 1,23 4,90 2,18 1,88 3,90 2,57 — 6,02 2,61 2,14 2,282.60, — | 6,00) 2,36 2,25 
45 228. Derselbe Fall V. 5. 5,99 1'66.0'33. 0°16 — |— | — | — | — |6,69) 2,36) 2,16) 2,342.29) — | 6,88/ 2,64 2.3 
46 74. Empyema Bi x 6,00) 0 78 0,30, 0,87 6,69 2,66 — 1,14 6,82 2,95 2,59) — | — ao 6,48 2,92 2.4 
47 90. Empyemathoracis | 5,59 1,88 0, 18) 0,76 5,26 2.53 2,97) — 0,10} — | — | — | — | — |/1,28) 6,15 dpe " 
48 91. Empyema thoracis 6,77 2 2,22 0,86 1,07, 5,27 2,46 2,39) - 0,19, — - — 1, 05 6,29 2,22 2, 
| 49 104. Meningitis cerebro- } 
spinalis . . . . . | 6,35 2,42 0,40//0,32 2,37/| 4,92 2,86 0,88) 6,58 2,91 2,42 2,94 2,691 0,79 6,36) 1,93 2,1" 
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P. Balint ua. 


M. Balint: 


In Tabelle IL sind die Mittelwerte simtlicher Ergebnisse zusammen- 


vestellt. 


sogenannten Streuung, 
und Maximalwerte aller Ergebnisse, darunter die Maximalschwankung 
in Prozenten (stets auf den Mittelwert bezogen), » bedeutet die Zahl 
a, die Streuung des Mittelwertes der Beob- 


der untersuchten Falle, 


achtungsreihe. 
quadrate berechnet, 


Tabelle Il. 


Die Zahlen bedeuten den arithmetischen Mittelwert mit der 
in den Klammern befinden sich die Minimal- 


Die Streuungen sind nach dem Prinzip der Fehler- 
Kinzelheiten siehe bei Pitter (6). 
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Zum Vergleich haben wir in Tabelle III die Mittelwerte der ent- 
sprechenden Eiweibfraktionen aus den Mitteilungen IT und ITT und aus 
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19S P, Balint u. M. Balint: 


Tabelle II zusammengestellt. Gruppe I bedeutet die Mittelwerte de) 
fieberfreien, chronischen Kranken (Mitteilungen IL und IIL) und 
Gruppe LI diejenigen der Tabelle Il. Fiir jede Aminosiure und jee 
EiweiBfraktion berechneten wir die fehlerkritisch gesicherte Differenz (/ 

Die fehlerkritisch gesicherte Differenz zwischen den zwei Analysen 
reihen ist in vielen Fallen unter 1,0, aber in den meisten Fallen unter 2. 
Dies bedeutet, da die Ergebnisse der zwei Reihen vollstandig bz 
nahe vollstandig identisch sind. Also sind die Aminoséuregehalte de 
verschiedenen entsprechenden Fraktionen bei normalen Persone 
sowie bei fieberfreien chronischen und fieberhaften akuten Kranke: 
innerhalb der Fehlergrenzen identisch. Eine Ausnahme bilden: de: 
Arginingehalt des Fibrinogens, der Tryptophangehalt des Pseudo 
globulins | und der Cystingehalt des Albumins I1, sowie der Tryptophan- 
gehalt des Globins. Da wir das Albumin I als keine einheitliche Eiweils- 
fraktion betrachten, kénnen wir dessen Tyrosin- und Tryptophanwerte 
zunichst unberiicksichtigt lassen. Die genannten fehlerkritisch ge- 
sicherten Differenzen sind zwar gr6Ber, als daB die Fraktionen als siche: 
identisch angesehen werden kénnten, doch sind sie noch immer zu klein 
dazu (stets unter 4,0), um die Fraktionen als sicher verschieden zu 
bezeichnen. Die Identitat mu8B also als ,,fraglich’’ bezeichnet werden. 

Auffatlend ist die auBerordentlich gute Ubereinstimmung der Mitte! 
werte der zwei Gruppen beim Globin, wo der bei den Na, SQO,-Fraktionen 
moégliche Fehler aus der Fraktionierung wegfallt. Dies zeigt, daB unsere 
kolorimetrischen Mikro-Aminoséurebestimmungsmethoden an sich gut 
reproduzierbare Ergebnisse liefern. 

Die Mittelwerte der entsprechenden Fraktionen differieren auBer dem 
Albumin I-Tryptophangehalt in allen Fallen um weniger als 10°, also 
liegt die Differenz betrachtlich innerhalb der maximalen experimentellen 
Fehler (+- 8 bis 10%). Die Fehlerméglichkeiten sind in unserer LI. Mit- 
teilung eingehend diskutiert worden. Die Schwankungen der Einzel- 
werte sind gréBer als bei den in Mitteilung II veréffentlichten Fallen. 
Dementsprechend sind auch die sogenannten mittleren Fehler groser, 
aber noch immer angesichts der Minimal- und Maximalwerte verhaltnis- 
maBig klein. Die Mehrzahi der Werte sind doch ziemlich eng um den 
Mittelwert gruppiert. 

Es zeigt sich also, daB die von fieberhaften Kranken stammenden 
PlasmaeiweiBkérper in der Zusammensetzung gréBere Schwankungen 
aufweisen als die von normalen und fieberfreien stammenden. Dic 
Mittelwerte der zwei Gruppen sind dagegen innerhalb der Fehlergrenzen 
identisch. So kénnen wir auch auf Grund dieser neuen Ergebnisse 
unsere frithere Behauptung bestatigen, daB die PlasmaeiweiBkorper in 
der Zusammensetzung zwar weitgehende Schwankungen aufweisen 
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sich jedoch bei jeder einzelnen Fraktion durch die Bausteinanalyse 
ermitteln laBt, ob es sich um Fibrinogen, Globulin oder Albumin handle. 
Und wenn auch in der betreffenden Fraktion die eine oder die andere 
Aminosaure eine vom Durchschnittswert sehr abweichende Zusammen- 
setzung aufweist, wird eine dritte die Zugehérigkeit der Fraktion sicher 
bestimmen. In unserem ganzen aufgearbeiteten Material gibt es keine 
einzige Fraktion, welche auf Grund der Analysen nicht einer der drei 
Hauptgruppen richtig zugeteilt werden kénnte. (Mit Ausnahme des 
Pseudoglobulins [Ll und des Albumins I, welche wie schon Ofters 
erwaihnt als Mischfraktionen zu betrachten sind.) 

Auch bei naherer Betrachtung der in Tabelle I zusammengefaBten 
Einzelwerte scheint keine Gesetzmabigkeit zwischen der Krankheit 
und der Zusammensetzung der Plasmaeiweiffraktionen vorhanden zu 
sein, ebensowenig wie zwischen der quantitativen Verteilung der ein- 
zelnen Fraktionen im Plasma und der Zusammensetzung. 

In einigen Fallen wurde die Zusammensetzung der Plasmaeiweilb- 
kérper 6fters in mehrtagigen Abstanden kontrolliert. Z. B. beim Fall 6 
und 7, wo die Blutentnahme in dreitagigem Abstand erfolgte, nahm im 
Laufe der Behandlung der Fibrinogenwert ab, das Ca-Fibrin aber viel 
weniger. Die Zusammensetzung des Fibrinogens, Euglobulins und des 
Albumins IL zeigt eine die Fehlergrenzen weit tiberschreitende Ver- 
inderung. Im Fibrinogen und Euglobulin nehmen Tyrosin-, Tryptophan- 
und Cystingehalt zu, wogegen der Gehalt an diesen Aminoséuren im 
Albumin Il abnimmt. Kann man hier nicht einen Zusammenhang 
vermuten / 

Drei ohne Komplikationen ablaufende Typhusfalle sind 14 bis 16, 
17 bis 20 und 21 bis 23. Samtliche Blutentnahmen wurden wahrend der 
Fieberperiode gemacht und die Analysenergebnisse zeigen bei den 
entsprechenden Fraktionen keine gesetzmaBigen Verschiebungen. 


SehluBfolgerungen. 


Wie in der II. Mitteilung sind wir auch hier zu dem SchluB gelangt, 
daB trotz der erheblichen Schwankungen der Einzelwerte die drei 
Haupttypen der Plasmaeiweifkérper: Fibrinogen, Globulin und Albumin 
eine wohldefinierte Aminosaéurezusammensetzung besitzen. Die Schwan- 
kungen der Einzelwerte sind aber sehr betrachtlich, so da es nicht 
méglich ist, im chemischen Sinne iiber konstant zusammengesetzte 
Fraktionen zu sprechen. 

Die Schwankungen iibertreffen diejenigen, welche bei der Analyse 
der normalen und aus fieberfreien, chronischen Krankheiten stammenden 
Blutproben beobachtet wurden. Das in Tagen, oft sogar in wenigen 
Stunden, sich verindernde Milieu des Blutes bei den akuten Infektions- 
krankheiten, welche Veranderung sich auch in himatologischen Merk- 
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malen auBert, gibt geniigende Erklarung dafiir, daB auch die Blut. 
eiweiBkérper sich in einigen Tagen verandern. Ob diese Veranderung 
durch neu erschienene Eiweibkérper oder durch Umbau der alten erfolet, 
kénnen unsere Analysen nicht entscheiden. Eines jedoch scheint sicher 
zu sein: die Verschiebung des A/G, die waihrend akuter Infektionen 
meistens durch Globulinvermehrung zustande kommt, ist in allen 
unseren Fallen von einer entsprechenden chemischen Veranderuny 
begleitet und die Verschiebung des A/G kann keinesfalls als blolic 
Verschiebung der Fallungsgrenzen betrachtet werden. Den niedrigsten 
A/G hat Fall 37 (0,59). Wie ersichtlich, hat das Globulin auch hier 
eine typische Globulinzusammensetzung und scheint gar nicht durch 
Albumin ,,verunreinigt*’ zu sein, was unbedingt der Fall ware, falls die 
Verminderung des Quotienten blof aus einer Verschiebung der Fallungs- 
grenzen bestande. 

In unserer LL. Mitteilung haben wir die Moéglichkeit erértert, dai 
die verschiedenen Zusammensetzungen der Eiweibkérper keine be- 
liebigen Werte annehmen kénnen, sondern nur durch die sogenannten 
Periodenzahlen zugelassene (siehe Bergmann und Niemann). Derselbe 
Gedankengang, welcher in Mitteilung [I erértert wurde, kann auch auf 
die Werte der Tabelle I] angewandt werden. Die Berechnungen sollen 
zwecks Raumersparnis hier nicht wiedergegeben werden. 


Zusammenfassung. 


Es wurden 49 von an fieberhaften, akuten Infektionskrankheiten 
leidenden Kranken stammende Blutproben aufgearbeitet. Sechs 
PlasmaeiweiBfraktionen (mittels Na ,SO,-Fraktionierung) und das 
Globin wurden auf den Tyrosin-, Tryptophan-, Cystin-, Arginin- und 
Histidingehalt analysiert. Der Grundtypus des Fibrinogens (hoher 
Arginingehalt), Globulins (hoher Tyrosin- und Tryptophan-, niedriger 
Cystingehalt) und Albumins (niedriger Tyrosin-, sehr niedriger Trypto- 
phan-, hoher Cystingehalt) bleibt trotz der betrachtlichen Schwankungen 
der Einzelwerte und trotz groBer Unterschiede der Albumin/Globulin- 
Quotienten unverkennbar. Die Mittelwerte der Analysenergebnisse 
der fieberfreien Kranken bzw. normalen Personen und der fieberhaften 
Kranken entstammenden EiweiBkérper sind wegen Abwesenheit einer 
fehlerkritisch gesicherten Differenz als identisch anzusehen. 


Literatur. 


1) P. Balintu. M. Balint, diese Zeitschr. 305, 310, 1940. 2) Dieselben, 
ebenda 306, 296, 1940. 3) Schenck, Arch. f. exper. Path. 150, 160, 1930. 
4) Lang, ebenda 174, 63, 1933. 5) P. Balint u. M. Balint, diese Zeitsch: 
308, 83, 1941. — 6) Pitter, Die Auswertung zahlenmaBiger Beobachtungen 
in der Biologie. Berlin u. Leipzig, W. de Gruyter, 1929. 
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Zum Mechanismus der Takata-Reaktion. 
Von 
Péter Balint und Marianne Balint. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Erzsébet-Universitat, Pécs, Ungarn. ) 


(Eingegangen am 2‘, Mai 1912.) 


Die Mehrzahl der Autoren, die sich mit dem Mechanismus der 
Takata-Reaktion befaBten, bringt den positiven Ausfall der Reaktion 
mit der relativen und absoluten Vermehrung der Globuline in bezug 
Jezler (1), Skouge (2), Schreuder (3), Schindel (4)|. Nach Gros (5) soll 
bei der Positivitat der Reaktion auber dem Gesamtglobulin auch dessen 
qualitative Zusammensetzung eine Rolle spielen und in den Fallen, wo 
trotz erniedrigtem Albumin /Globulin-Quotienten (4,G) die Takata- 
Reaktion (TR.) negativ blieb, fand er, daB das Euglobulin sich nicht 
vermehrt hatte, in positiven Fallen dagegen der Euglobulingehalt 
betrachtlich gestiegen war. Es fehlte aber auch nicht an Stimmen, 
welche bei der Entstehung der positiven TR. die Rolle bzw. die aus- 
schlieBliche Rolle der Serumeiweibkérper leugneten. So glaubte Schin- 
del (4), daB die Positivitaét der Reaktion durch niedere Fettsaéuren 
verursacht sein sollte, Markolf (6) nahm gewisse, normalerweise harn- 
pflichtige Stoffe an, welche in positiven Fallen retiniert werden und so 
zur Fallung beitragen. 

Dirr (7, 8,9) und seine Mitarbeiter teilten in drei ausfiihrlichen 
Arbeiten ihre Untersuchungen iiber den Mechanismus der TR. mit 
und zogen aus ihren Arbeiten den zwingenden Schlu8, daB nur eine 
Verschiebung der Zusammensetzung der SerumeiweiBk6érper fiir den 
Ausfall der TR. verantwortlich gemacht werden kann. Fast in allen 
ihren Fallen (es waren insgesamt 28) fanden sie eine gegeniiber der 
Norm relative Vermehrung der Globuline. In der dritten Mitteilung 
veroffentlicht Dirr (9) einige Analysen tiber den Tyrosin-, Tryptophan-, 
Cystin- und Arginingehalt der GesamtserumeiweiBkérper und gibt an, 
da8 der Tryptophangehalt der Takata-positiven SerumeiweiBkorper 
gegeniiber der Norm vermehrt, der Cystingehalt jedoch etwas ver- 
mindert ist. 

In drei vorangehenden Mitteilungen (10, 11, 12), die seit 1940 in 
dieser Zeitschrift erschienen sind, ver6ffentlichten wir eine gréBere 
Anzahl von Analysen, welche iiber den Aminosauregehalt der ver- 
schiedenen BluteiweiBkérper berichteten. AuBer dem Aminosaure- 
gehalt wurde in den meisten Fallen auch die Menge der einzelnen Unter- 
fraktionen bestimmt, beim Plasma auch das Calciumfibrin, der aus dem 
Oxalatplasma durch Ca-Zusatz fallbare EiweiSkérper. Im Rahmen der 
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Bausteinanalyse wurde der Gehalt an Tyrosin, Tryptophan, Cystin 
Histidin und Arginin ermittelt. Die Methodik der Analysen ist in den 
vorangehenden Mitteilungen ausfiihrlich beschrieben. Hier méchten 
wir nur erwahnen, daB die EiweiBprozentwerte durch Multiplikation 
mit 6,25 des ermittelten Stickstoffgehaltes berechnet wurden und da\} 
ein gewisser Prozentsatz einer Aminosdure in irgendeiner Fraktion 
bedeutet: wieviel g Aminosaure auf 16 ¢ Eiweibstickstoff entfallt: dai 
also der Aminosiuregehalt auf 16°% Stickstoff enthaltendes Eiweil} 
umgerechnet wurde. 

In vielen Seren bzw. Plasmen wurde auch die TR. ausgefiihrt. Dic 
Ausfiihrung erfolgte nach der bekannten Methode von Jezler (1) und 
die Ablesung nach Dirr (7): 

Es wurden sechs Réhrchen eingestellt (von Verdiinnung 1: 8 aufwarts 
und die Reaktion, je nachdem in wieviel Réhrehen deutliche Floekung 


sichtbar war, von (+) bis +++ bezeichnet. Flockung in einem R6éhrchen 
bezeichnen wir mit (+), in zwei mit +, in drei mit + (+), in vier mit 
in sechs mit +++. RBloBe Triibung ohne Flockung wurde als negatiy 


bezeichnet. 

Da das letzte Wort in der Deutung der TR. noch nicht gesprochen 
ist und in der Literatur keine in bezug auf Aminosduregehalt den unseren 
vergleichbaren ausfiihrlichen Plasmabausteinanalysen vorliegen, schien es 
uns wiinschenswert, unsere Ergebnisse hier kurz wiederzugeben. 

Tabelle L enthalt die EiweiBverteilung in sémtlichen Plasmen bzw 
Seren, in welchen auch die TR. ausgefiihrt wurde. Die Fille sind nach 
der klinischen Diagnose geordnet. Bei der Auswahl der Fille haben wir 
absichtlich nicht ausschlieBlich die in der Literatur am meisten ver- 
tretenen Lebercirrhotiker ausgesucht. Die Positivitat der Reaktion bei 
der Lebercirrhose und bei den meisten, mit groben Parenchymschadi- 
gungen einhergehenden Leberkrankheiten ist bis auf 80 bis 90%, be- 
wiesen. Wir nahmen auch einige Cirrhotiker, sonst stammen die Faille 
von den verschiedensten Krankheiten, wobei verschiedene Anamien, 
sowie akute Infektionskrankheiten (Pneumonie, Sepsis, Typhus) eben- 
falls vertreten sind. 

Auf den positiven bzw. negativen Ausfall der Reaktion bei den 
verschiedenen Krankheiten wollen wir nicht naher eingehen. Auf- 
fallend ist der stark positive Ausfall der Reaktion bei unseren Typhus- 
fallen. Gavrila (13) fand beim Typhus gegen Ende der Krankheit in 
35°% der Fille eine positive TR. In unseren Fallen haben wir die TR 
in mehreren Blutproben ein und desselben Kranken im Verlaufe det 
Krankheit ausgefiihrt. Da die Reaktion im Verlaufe der Krankheit fast 
ausnahmslos positiv und in der Rekonvaleszenz wieder negativ wird 
glauben wir an eine latente, voriibergehende Hepatopathie denken zu 
diirfen. Bei unseren anderen Fallen konnten wir die in der Literatur 
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mitgeteilten Ergebnisse bekraftigen. Stark positiv war die TR. bei 
allen Hypoproteinamien, welche als sui generis-Krankheit des Blut. 
eiweiBes angesehen werden kénnen. 

Im Gegensatz zu den meisten Forschern haben wir die TR. oft 
nicht im Serum, sondern im Oxalatplasma durchgefiihrt. Es schien 
uns zweckmaBig, weil die TR. eine Kolloidreaktion ist und fiir den 
Ausfall die An- oder Abwesenheit eines im Vollblut vorhandenen Eiweif- 
kérpers nicht ohne Einflu8 sein sollte. Entgegen unseren Erwartungen 
aber fiel die Reaktion gleich aus, ob wir sie nun im Plasma oder im Serum 
ausfiihrten. Wenn wir die Ergebnisse der Tabelle I durchsehen, so 
finden wir Falle mit auBerordentlich hohem Fibrinogengehalt (z. B. 
Nr. 56) und negativer TR.; dagegen haben die Cirrhotiker einen bekannt 
niedrigen Fibrinogengehalt und weisen doch positive TR. auf. Dies 
ist auch aus Tabelle II ersichtlich, wo die Mittelwerte des Fibrinogen- 
und Euglobulingehaltes, sowie des A/G Takata-positiver und -negativer 
Plasmen nebeneinander angefiihrt sind. Die Tabelle enthalt auch den 
sogenannten mittleren Fehler, die Zahl der Fille (m), in Klammern die 
Minimal- und Maximalwerte und die fehlerkritisch gesicherte Diffe- 
renz (k). Die Mittelwerte sind beim Fibrinogen innerhalb der Fehler- 
grenzen identisch, nicht aber beim Euglobulingehalt und beim Albumin. 
Globulin- Quotienten. Der Euglobulingehalt ist bei den Takata-positiven 
Fallen fehlerkritisch gesichert vermehrt und der A/G niedriger als bei 
den negativen Fallen. 


















Tabelle II. 








EiweiBgehalt in ° 4 






Positive Takata-Reaktion Negative Takata-Reaktion 












| 0,53 + 0,37 0,74 + 0,55 
Fibrinogen..... (0,09 — 1,27) (0,08 — 2,75) 1,5 

| n = 13 nm = 20 

| 0,85 - 0,34 0,43 + 0,43 
Euglobulin..... (0,15 —- 4,75) (0,03 — 4,36) 4,1 

| n = 2 n = 34 












1,02 + 0,37 1,91 + 0,66 
eee (0,34 — 1,66) (0,59 — 3,42) 7,6 
| n = 35 n = 46 











Da Dirr(9) im Aminosauregehalt der Takata-positiven bzw 
-negativen Seren Unterschiede gefunden hat, haben wir die einzelnen 
Fraktionen einer Aminosdureanalyse unterworfen. Wir bestimmten 
Tyrosin, Tryptophan, Cystin, Histidin und Arginin. Die Einzelergebnisse 
sind in zwei anderen Mitteilungen (11,13) ohne Bezug auf die TR. 
veréffentlicht worden, zwecks Raumersparnis wollen wir hier in Ta- 
belle IIL nur die Mittelwerte wiedergeben und miteinander vergleichen 
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Takata-Reaktion. 


Zum Mechanismus de1 
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Die Tabelle enthalt auer 
den Mittelwerten noch die 
Minimal- und Maximalwerte 
und die Zahl der Falle. 

Wie ersichtlich, sind die 
Mittelwerte der entsprechen- 
den Fraktionen, welche aus 
Takata-positiven bzw. -nega- 
tiven Seren stammen, weit- 
gehend iibereinstimmend. Dies 
eriibrigt die Berechnung der 
fehlerkritisch gesicherten Dif- 
ferenz. Der durch Dirr (9) 





gefundene niedrige Cystin- 
und hohe Tryptophangehalt 
der Takata-positiven Gesamt- 
serumeiweiBkérper mu un- 
serer Ansicht nach mit dem 
relativ vermehrten Globulin- 
gehalt dieser Seren in Zu- 
sammenhang gebracht werden. 
Das Globulin enthalt bekannt- 
lich viel mehr Tryptophan 
und viel weniger Cystin als 
das Albumin. 

Auch unsere Analysen 
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Diese Analysen beweise! 
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tativen SerumeiweiBverinderungen bestehen, lassen aber keinen Riick- 
schluB zu, ob diese SerumeiweiBverschiebung als Ursache oder blob 
als Begleiterscheinung anzusehen ist. Es ist ja vorstellbar, da eine 
gewisse Substanz im kranken Organismus gebildet wird, welche die 
Kolloidstabilitat des Serums verandert: dasselbe pathologische Ge- 
schehen kénnte auch die quantitativen Serumeiweifverainderungen 
verursachen.:? 

Zur Klarung dieser Frage machten wir einige Versuche, bei welchen 
der A/G kiinstlich vermindert wurde. Wenn ein normales Serum 
| Stunde lang auf 60° C erwarmt wird, wird sein 4A G betrachtlich ver- 
mindert und nach laingerem Erwarmen noch niedriger gefunden. Natiir- 
lich verwandelt sich hierbei nicht im chemischen Sinne Albumin in 
Globulin, sondern die Fallbarkeitsverhaltnisse werden durch das Er- 
wirmen so verandert, dal ein Teil des Albumins mit dem Globulin 
gefallt wird. Beim Erwarmen eines Takata-negativen Serums wird 
also, falls der Ausfall der TR. nur von der Verteilung der Eiweib- 
fraktionen abhangig ist, die Reaktion in eine positive verwandelt. Die 
Ergebnisse einiger solcher Versuche haben wir in Tabelle 1V zusammen- 
gestellt. 

Wie aus Tabelle LV ersichtlich, kann das urspriinglich Takata- 
negative Serum in ein positives verwandelt werden, aber die Ver- 
schiebung des A/G bzw. die Vermehrung des Euglobulins (d.h. der 
Fraktion, die dem Euglobulin entsprechend durch Na SO, fallbar ist) 
ist so betrachtlich, wie es in vivo nie vorkommt. Im Bereich des 4/G, 
wo native Seren gew6hnlich schon eine positive TR. zeigen, bleibt das 
urspriinglich negative, erwarmte Serum noch immer negativ. 

Durch diese Versuche konnten wir also nicht eindeutig feststellen, 
ob die Verschiebung der Fraktionen als Ursache fiir den Ausfall der TR. 
angesehen werden kann. Die vermehrten Eiweibkérper sind auch nicht 
eigentlich Globuline, sondern den Globulinen bloB in den Fiallbarkeits- 
verhiltnissen ahnlich. 

Wir bereiteten durch Salzfallung aus Plasma reine Fibrinogen-, 
EKuglobulin-, Pseudoglobulin- und Albuminlésungen, dialysierten die 
KiweiBkérper gegen Wasser und lésten sie in physiologischer Kochsalz- 
ldsung. Die TR. in der reinen Fibrinogen- sowie in den Globulin- 
losungen ausgefiihrt erwies sich als positiv, in der Albuminlésung dagegen 
als negativ. Um ein urspriinglich negatives Serum in ein positives 
umzuwandeln und umgekehrt, fiihrten wir einige Zusatzversuche aus. 

Die Zugabe geschah folgendermaBen: zu 0,5 cem Serum figten wu 
0.5 bis 3.5 cem der betreffenden Eiwei®Blésung mit bekanntem EiweiBgehalt 
und ergéinzten mit physiologischer Kochsalzlésung auf 4cem. Somit er- 
hielten wir eine Serumverdiinnung 1:8, 1 cem dieser Loésung befand. sich 
in der ersten Réhre der Takata-Reihe und in den folgenden fiinft Roéhren 
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wurde je l een ramet muittel p! Vsiologisenel! Koch aizt urs au 
Dopp te w er verdunn bei der Berechnung haben wit 
Eiweibinenge der im nativen Serum vorhandenen entsprechenden Frakt 
Z1 ( cl 


Die TR. wird durch Fibrinogenzusatz weder im positiven, noch in 
negativen Sinne beeinflubt (Tabelle V). Dies ist im Einklang mit de 
Ergebnissen der Tabelle LI, wonach die Takata-negativen und -positiven 
Plasmen keinen Unterschied im Fibrinogengehalt aufweisen. 

Durch Euglobulin- bzw. Pseudoglobulinzusatz zu urspriinglic! 
Takata-negativem Serum wird dasselbe positiv, sobald der A/G e 
sprechend niedrig wird (‘Tabelle V1). Hierbei ist es chne Belang, ob 
die Euglobulin'Gsung aus einem Takata-positiven (250) oder -negativen 
(248) Serum stammt. 

Das Takata-positive Serum dagegen kann, wie aus Tabel'e Vil 
ersichtlich, durch Albuminzusatz negativ gemacht werden, sobald di 
entsprechende Erhéhung des 4/G@ erreicht wird. 

Der Umschlag der TR. erfolet bei Globulin- bzw. Albuminzusatz 
immer, wenn der A/G die GréBenordnung des normalen Wertes bx 
Takata-positiven bzw. -negativen Seren erreicht hat. 

In der letzten Versuchsreihe (Tabelle VILL) vermengten wir Globu- 
lin- und Albuminlésungen in wechselndem Verhaltnis, aber der Gesamt- 

eiweibgehalt betrug  stets 





Tabelle VIII. etwa 7°, *, Der Umschlag 
der TR. erfolgt bei AG 
— 4/¢ Takata-Reaktion Werten zwischen 1,0 und 
ih 
Bey: 
6.84 0.30 oe Unsere Versuche zeige) 
* &) ry ° ° ° 
0,02 0,90 eindeutig, das die quan- 
(08 1,01 +. : oad 2 
65,8 1,48 titative Eiweifiverteil 
6,68 1,93 im Serum fiir den Aus! 


der TR. eine ursachli 
Bedeutung hat. Es ist gleichgiiltig, ob das hinzugefiigte Eiweil 
einem Takata-positiven oder -negativen Serum stammt, mabgeber 
ist nur der Wert des 4/G. Durch Zugabe von Euglobulin zu Tak 
negativem Serum wird die TR. schon bei etwas héherem A /G positis 


bei Zugabe von Pseudoglobulin. 


Zusammenfassung, 
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bestimmt. Beim Vergleich der Takata-positiven und -negativen Seren 
scheint hervorzugehen, dab 

1. die positiven Seren ejmen niedrigeren Albumin /Globulin- Quotien- 
ten und hdheren Euglobulingehalt aufweisen als die negativen: 

2. die Aminoséurezusammensetzung der entsprechenden Fraktionen 
bei beiden Gruppen stets die gleiche ist. 

Durch laéngeres Erwarmen der Seren auf 66°C, wodurch eine 
kinstliche Erniedrigung des A @ erreicht wird, kann die urspriinglich 
negative Takata-Reaktion in eine positive verwandelt werden, aber 
bloB bei A,/G-Werten, welche schon auBerhalb der physiologisch vor- 
kommenden liegen. 

Durch Zusatz reiner Euglobulin- und Pseudoglobuliniésung kann 
Takata-negatives Serum in positives, durch Zusatz von Albuminlésung 
kann positives in negatives verwandelt werden, wenn ungefahr die- 
jenigen A G-Werte erreicht werden, bei welchen die Reaktion in nativem 
Serum negativ bzw. positiv zu sein pflegt. 

Wir glauben durch unsere Analysen und Zusatzversuche den 
Beweis erbracht zu haben, dab die Ursache der positiven Takata- 
feaktion bloB in einer quantitativen Verschiebung der Serumeiweib- 
fraktionen zu suchen ist. 


Literatur, 
) Jezler, Zeitschr. f. klin. Med. 111, 48, 1929; 114, 739, 1930. 
2) Skouge, Klin. Wochenschr. 12, 905, 1933. 3) Schreuder, ebenda 15, 630, 


1936. 4) Schindel, ebenda 18, 221, 1934. 5) Gros, Zeitschr. f. exper. Med. 
LOL, 519, 1937. 6) Markolf, Klin. Wochenschr. 18, 1389, 1939. 7) Dirr 
u. Platiel, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 104, 292, 1939. 8) Dirru. Mayer, 


ebenda 104, 310, 1939. 9) Dirr, ebenda 104, 328, 1939. 10) P. Balint 
u. M. Balint, diese Zeitschr. 3805, 310, 1940. 11) Dieselben, ebenda 306, 
296, 1940. 12) Dieselben, ebenda 313, 192. 1942. 13) Gavrila, Bull. 


Acad. Med. Rum. 10, 470, 1940. 








Uber die Ammoniakbehandlung von Schafwolle’. 
Von 
Alfons Sehdéberl’. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 25, Juni 1942.) 


In Anbetracht der zweckmaBigen Fiihrung technischer Ver 
arbeitungsprozesse hat man seit Jahrzehnten in vielen Versuchen di 
Kinwirkung einer Reihe von Reagentien auf Schafwolle immer und 
immer wieder untersucht. [Im Vordergrund des Interesses stand. hierbe; 
einerseits wegen Fragen der Rohwollwasche und andererseits wegen de1 
langst bekannten Empfindlichkeit des WolleeiweiBes das Verhalten 
dieser Faser Alkalien und alkalischen Lésungen gegeniiber. Trotz de: 
vielen dabei gemachten Einzelbeobachtungen férderten neuerdings 
auf bestimmte theoretische Vorstellungen und Modellversuche aut- 
bauende Untersuchungen tiber die Reaktionsfahigkeit der Wollfase: 
neue, wissenschaftlich und technisch wichtige Gesichtspunkte zutage 
Infolge der stiirmischen Entwicklung der synthetischen Faserstoff 
und der damit sich offenbarenden Liicken in unseren Kenntnissen des 
natiirlichen Fasermaterials stehen heute vor allem zwei Probleme zur 
Debatte, nimlich das Problem der Eigenart des Wollfaseraufbaues 
und das Problem der spezifischen Reaktionsweise des hier von der 
Natur meisterhaft eingesetzten Baustoffes. Chemische Umsetzungen 
auf der Wollfaser fiihren mitunter zu einer starken Auflockerung und 
Zerlegung des Fasergefiiges, wobei es zu einer engen Verkniipfung de1 
eben erwahnten Fragenkomplexe kommen kann. 

Nachdem in mehreren fritheren Ver6éffentlichungen! die Einwirkung 
von heiBem Wasser und Natronlauge auf Wolle behandelt wurde und 
vor allem die tiefgreifenden Veranderungen am Wolleschwefel eine: 
eingehenden Analyse unterzogen worden waren, entstand der Wunscl) 
auch die Ammoniakbehandlung dieser Faser zu studieren. Auch hier- 


1 VII. Mitteilung in der Untersuchungsreihe ,.Reaktionsfahigkeit und 
Bau der Schafwollfasern‘*. JI. Mitteilung: diese Zeitschr. 306, 269, 1940; 
II. Mitteilung: 1. Forschungsheft des Zellwolle- und Kunstseide-Ringes, 
S. 28, 1941; II]. Mitteilung: Angew. Chem. 54, 313, 1941; IV. Mitteilung 
Ber. 74, 1225, 1941; V. Mitteilung: Collegium 1941, S. 177; VI. Mitteilung 
Klepzigs Textilzeitschr. 45, 41, 1942. — 2 Uber die hier vorgelegten Unter- 
suchungen wurde bereits mehrfach kurz in Vortragen berichtet, und zwa: 
auf den Arbeitstagungen des Vereins Deutscher Farber in Kotthus 
(16. XI. 1941) und Gera (23. XT. 1941), vor dem Bezirksverein des VdCh. u 
Frankfurt (19. 11. 1942) und auf der Arbeitstagung des Arbeitskreises fii! 
Farbereitechnik im NSBDT. in Briinn (11. TV. 1942). 
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iiber liegen zum Teil alte Beobachtungen in der Literatur vor, bei 
denen jedoch eine morphologische Betrachtungsweise der Vorgiange 
iiberwog, wahrend iiber Veranderungen an den Disulfid-(SS)-Bindungen 
des Wollekeratins kaum berichtet wurde!. Es sollte also zuniachst 
entschieden werden, ob auch wisserige Ammoniaklésungen an den 
zahlreichen SS-Bindungen Reaktionen auslésen kénnen und welche 
Umwandlungen bei diesen Vorgangen die Cystinreste in den Polypeptid- 
ketten erfahren. 

Unter bestimmten  strukturellen Voraussetzungen bildet die 
hydrolytische Aufsprengung der SS-Bindungen in Disulfiden, besonders 
auch in Cystinpeptiden und EiweiSstoffen, nach Gleichung (1): 
R—-CH,—S—S—CH,—R + HOH — R-CH,—SH + HO—S—CH,—R (1) 
eine charakteristische Umsetzungsméglichkeit jener funktionellen 
Gruppe, der vor allem bei cystinreichen EiweiBstoffen, wie sie etwa in 
der Wolle vorhanden sind, in mehrfacher Hinsicht Bedeutung zukommt. 
Man beobachtet diese mit Folgereaktionen verkniipfte Umsetzung 
vornehmlich in alkalischen Lésungen. wobei die Reaktionsgeschwindig- 
keit von strukturellen Voraussetzungen des Substrats und von der 
OH-Ionenkonzentration abhangt. Die Hydrolyse ist also in hohem 
MaBe py-abhangig, wird durch OH-lonen stark beschleunigt, erfolgt 
aber auch in neutraler, ja sogar saurer Lésung? und fiihrt zur Ent- 
stehung von Thiolen, die analytisch bequem erfaBbar sind. Die py-Ab- 
hingigkeit der SS-Hydrolyse war bis jetzt noch nicht systematisch 
iiberpriift worden *. Es wurden deshalb zur Orientierung ein paar 
Versuche iiber die Kinetik des Vorgangs in Boratpufferlésungen an- 
gestellt, und zwar an Dithiodiglykolsture (HOOC—CH,—S~—)s als 
Substrat bei py 12,25 und 9,91 und bei einer Temperatur von nur 40°. 
Die Hydrolyse trat bei py 9,91 wesentlich langsamer ein, sie verlief 
aber selbst bei der gewahlten niederen Temperatur noch verhaltnismaBig 
rasch, so daB fiir kinetische Messungen recht giinstige Verhaltnisse 
vorliegen. 

Wie erwartet, greifen auch wasserige Ammoniaklésungen die 
SS-Bindungen in Dithiodiglykolsiure an. Nach 4 Stunden waren mit 
konzentriertem NH, bei 40° rund 14°, dieses Substrats im Sinne der 
obigen Gleichung (1) umgesetzt. Damit muBte auch bei der Wolle mit 
derartigen Veranderungen am Keratin-S gerechnet werden. 

Aber es war nicht allein dieses Interesse am Schicksal des Wolle-S, 
das zu einem Studium der NH,-Einwirkung drangte. Bei Unter- 


1 H. Glafey, D. Kriiger u. G. Ulrich, Technologie der Wolle, S. 57. 


Berlin 1938. — 2 A. Schéberl u. H. Eck, Liebigs Ann. 522, 97, 1936; 
A. Schéberl u. H. Braun, ebenda 542, 274, 1939. — ? Vel. die schon friiher 


mitgeteilten Befunde iiber die Aktivierung von Papain mittels Dithio- 
diglykolsaure im py-Bereich 10 bis 11,5. 
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suchungen tber die Reaktionsfahigkeit der Woilfaser muB wegen de: 
hier vorliegenden Eigenart im Feinbau das Verhalten der aus dem Fase1 
verband losgelésten Bauelemente, also von Schuppen und Spindelzellen 
beachtet werden!. Nun haben im Jahre 1936 Haller und Holl? in 
Erweiterung friiherer Befunde von anderer Seite mitgetei/t, da man 
durch Behandlung von nicht zu grober, ungefirbter Wolle mit kon- 
zentrierten, wasserigen Ammoniaklésungen bei Zimmertemperatu: 
eine schonende Zerlegung dieser Faser in ihre histologischen Bestandteile 
vornehmen kénne. Es wurde dabei angenommen, daB NH, nur dik 
Kittsubstanz zwischen den Spindelzellen herauslist und so den Zerfal| 
der Faser zu einem Brei von Bruchstiicken, in dem die spindelf6rmigen 


Rindenzellen vorherrschen, einleitet. Dieser als ,,Lanain‘* bezeichneten 
Kittsubstanz wurde Liweifnatur zugesprochen. Haller und Holl ver- 
traten ferner die Ansicht, daB es trotz der langen Versuchsdauer (mehrere 
Monate) zu keiner wesentlichen Schadigung der Faserbestandteile 
komme. Da diese neu aufgeworfenen Gesichtspunkte in mehrfacher 


Hinsicht wichtig sind, schien zunachst ein weiterer Ausbau der Versuche 
wiinschenswert. 

Zu diesem Zwecke wurden vier verschiedene Wollesorten mit 
hochkonzentrierten Ammoniak!6sungen etwa 2 Jahre lang bei Zimmer- 
temperatur behandeit, das anfallende Wojlmaterial eingehend mikro-. 
skopisch und analytisch untersucht und die Flotten aufgearbeitet 
Wahrend die Diskussion der mikroskopischen Uberpriifung der Faser- 
riickstinde an anderer Stelle vorgenommen wurde®, sei in der vor- 
liegenden Mitteilung vor allem die chemische Seite der Umsetzungen 
in den Vordergrund geschoben. Diese Beschrankung in der Betrachtungs- 
Weise ist um so eher vertretbar, als neuerdings von Reumuth und von 
Lehmann die Vorginge der Zerlegung von Schafwolle und menschlichen 
Haaren in die Baubestandteile durch NH, unter dem Mikroskop als 
Beitrag zur Morphologie bzw. Histologie dieser Keratingebi'de ein 
gehend untersucht werden4. Wesentlich erschien vor allem eine Beant- 
wortung der Frage, ob die chemische Behandlung mit Ammoniak 
wirklich eine schonende und praktisch anwendbare Methode zur Zer 


' Morphologisch-histologische Fragen des Feinbaues der Wolle kénnen hie: 
nicht behandelt werden. Hier sei auf die eingehenden Untersuchungen de: 
letzten Zeit von H. Rewmuth hingewiesen (Melliand Textilber. 23, 53, 1942: 
Klepzigs Textilzeitschr. 45, 288, 1942; vgl. auch @. Satlow, ebenda 45, 198, 280. 
1942). — * Kolloidzeitschr. 75, 212, 1936. — * Klepzigs Textilzeitschr. 45, 41, 
1942. Herr Dr. H. Reumuth, Frankfurt a. M.-Héchst, hat durch Anfertigung 
einer Reihe von schénen Aufnahmen unserer Wollepraparate die Vorgany 
bei der NH,-Behandlung festgehalten und damit unsere Versuche nai 
der histologischen Seite erganzt. Fir diese Unterstiitzung danke ich au 
hier bestens. * Klepzigs Textilzeitschr. 45, 288, 1942; siehe hier bx 
sonders 8S. 300. 
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splitterung der Wollfasern und zur Gewinnung gréBerer Mengen wn- 
yesthddigter ¥ibrillen darstellt. 

Sicherlich kann mit N Hs, wenn das auBere Bild der Erscheinungen 
betrachtet wird, eine mehr oder weniger weitgehende Zerst6rung der 
Faserstruktur unter Freilegung fibrillenahnlicher Bruchstiicke erreicht 
werden, wobei in Anbetracht des Vorliegens einer heterogenen Reaktion 
an recht verschiedenartig ausgebi'deten Oberflachen auf und in den 
Fasern die Geschwindigkeit des Vorgangs ganz gewiB von einer Reihe 
yon Faktoren abhangt. die besonders bei gréBeren Versuchsansitzen 
die GleichmaBigkeit des Faserabbaues erschweren. Auch unsere Ver- 
suche lieBen das Zersplittern und das Zerfasern der Wollhaare zu den 
Einzelfibrillen erkennen, wobei der Umfang des Zerfalls von der Woll- 
sorte abhing. Selbst bei sehr langen Versuchszeiten sah man neben den 
isolierten Spindelzellen immer noch gréBere Faserbruchstiicke, wie 
denn auch “Lléd und Reutter) bei einer Wiederholung des Versuchs von 
Haller und Holl wohl das Zerfallen der Wolle sahen, die Bruchstiicke 
aber nicht als eigentliche ,,Kristallite’’ der Wolle ansprachen. Diese 
unter praparativen Gesichtspunkten gemachten Erfahrungen schlieBen 
es nicht aus, daB an Einzelhaaren unter dem Mikroskop sich eine weit- 
gehende Auflésung zu den Schuppen und Spindelzellen beobachten 
jaBt, wortiber H. Reumuth eben kurz an Hand instruktiver, mikro- 
skopischer Aufnahmen berichtete®. Jedoch darf wohl schon jetzt 
gesagt werden, daB die NH,-Behandlung kaum mit fermentativen 
Methoden der Faserzerst6rung in Konkurrenz treten kann. 

Da sich in manchen Fiillen das Studium von Veranderungen an 
den SS-Bindungen der Wolle als feiner Test auf gewisse Schadigungs- 
reaktionen heranziehen lie}, waren auch bei der NH,-Behandlung 
derartige Untersuchungen unerlaBlich. In der Literatur lagen hieriiber 


keine systematischen Versuche vor. Nur die damit verkniipite Ver- 


ringerung des Gesamt-S-Gehalts konnte nach den alteren Befunden 
von Farrar und King? anlaBlich der Behandlung von Wollfasern mit 
heiBen NH,-Lésungen und auf Grund der Ergebnisse von /léd und 
Reutter*, die nach Haller und Holl oder mit verdiinnteren N H,- Lésungen 
arbeiteten, als gesichert gelten. Haller und Holl selbst machten iiber 
das Schicksal des Wolle-S keine Angaben. 

Zuniachst waren nach dem Abbrechen der Versuche die Reaktions- 
lésungen, die sich ge|bbraun gefirbt hatten und stark schaiumten, zu 
untersuchen. Nach den allgemeinen Erfahrungen tiber eine H,S-Ab- 
spaltung aus Wolle durch alkalische Lésungen, was fiir die Wollekeratine 


1 Melliand Textilber. 19, 7. 1938. * Klepzigs Textilzeitschr. 15, 
288, 1942. — 3 J. Textile Inst. 17, 588, 1926. 4 Melliand Textilber. 20, 
57, 1939. 
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von jeher als typisch angesehen wurde, war die véllige Abwesenheit 


auch von Spuren von HS auffallend. Bei den vielen sich an die hydro. 
lytische Offnung der SS-Bindungen anschlieBenden und in fritheren 
Mitteilungen diskutierten Reaktionsméglichkeiten hat es wenig Sinn 
sich ohne direkte Versuche zur Deutung dieses Befundes auf eine be- 
stimmte Ansicht festzulegen. Im itibrigen wurde ja bereits mehrfach, 
darauf hingewiesen, daB die primar entstehenden Sulfensaurereste 

CH,—SOH |[siehe Gleichung (1)} sich auch unter Abspaltung von 
elementarem S umwandeln kénnen, so daB hier nicht notwendigerweis: 
nun gerade eine H,S-Bildung erfolgen muB. 

Interessanterweise fand man aber in den ammoniakalischen 
Lésungen nach Durchhydrolyse mit HCl ziemliche Mengen von Suljfat. 
ionen, die eindringlich auf die tiefgreifenden Umwandiungen hinwiesen 
denen die SS-Bindungen unterworfen waren. Schatzungsweise diirften 
etwa |. bis !/, des Wolle-S als Sulfat-S vorgelegen haben. Wahr- 
scheinlich entstanden die S$ O,-Lonen nicht erst durch die Saurehydrolyse, 
da man sonst an das Vorliegen von Esterbindungen oder an die hydro- 
lytische Absprengung von Sulfosiureresten hatte denken miissen. 
Beide Méglichkeiten scheinen aber im Augenblick noch schwer vertret bar. 

Fiir den Gesamtverlauf der NH ,-Behandlung wichtig ist die Fest- 
stellung, daB wahrend der langen Versuchszeiten betrdchtliche Mengen 
der Wollsubstanz, und zwar rund ein Drittel, in Lésung gingen. Es 
konnten braunliche EiweiBpulver mit einem iiberraschend hohen S-Gehalt 
von 4,5 bis 5%, und einem wenig erhéhten N-Gehalt isoliert werden. 
Diese groBen Mengen an léslichen Wollproteinen konnten unméglich 
nur die Kittsubstanz darstellen, wie auf Grund der Befunde von Hall; 
und Holl zu vermuten gewesen ware. Haller und Holl glaubten, dal 
sie in dem in NH loslichen Anteil der Wollfaser einen selbstandigen 
und isolierbaren Eiweibkorper vor sich hatten, dem sie die Aufgabe 
der Verkittung der Spindelzellen untereinander zuwiesen. Man kann 
selbstverstandlich annehmen, daB NH; primar durch Herauslésen 
einer Zwischensubstanz eine Auflockerung der Fibrillen bewirkt, in 
dem vorliegenden Falle miissen aber doch auch wesentliche Anteile 
der Bauelemente der Wolle selbst in Lésung gegangen sein. Von ihrem 
..Lanain** geben Haller und Holl als bemerkenswerteste Eigenschaft den 
negativen Ausfall der Schwefelbleiprobe auf Cystin an. Auch unser 
WolleeiweiB enthielt in der Tat nur eine unbedeutende Menge an Cystin. 
Trotzdem waren aber, wie schon erwahnt, 4,5 bis 5°, S anwesend und 
diese S-Anreicherung darf man doch wohl als Indikator fiir weitgehende 
Abbauvorgiinge, die sich wahrscheinlich bevorzugt in den amorphen 
Anteilen der Faser abspielen, ansehen. Im Zusammenhang mit der 
Moglichkeit der Entstehung von Cystinumwandlungsprodukten inter- 
essierte vor allem die Frage nach dem Bindungszustand des Schwefels. 
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Hieriiber kann bei EiweiBstoffen eine Behandiung mit Jodwassersto/f- 
sdure Auskunft geben. Man stellte mit dieser auf charakteristischen 
feduktionsvorgingen beruhenden Methode fest, dal praktisch der 
gesamte Schwefel verhilinismapig leicht als H.S abspaltbar war!. Hieraus 
durfte der SchluB gezogen werden, das der Schwefel des léslichen 
WolleeiweiBes als elementarer S, Sulfat-S oder in sonst oxydierter 
Form, jedentfalls nicht wie in den nativen Wollekeratinen oder thio- 
fitherartig Wie im Lanthionin (vgl. spiter) gebunden vorliegt. 

Die in NHg unloéslichen Faseranteile wurden einer eingehenden 


analvtischen Priifung unterzogen, da nur dies die Grundlage fiir weitere 


Folgerungen bilden konnte. Die nachfolgende Tabelle L enthalt die fiir 
S-, Cystin- und N-Gehalt bei den behandelten Wollesorten ermittelten 
Einzelwerte: 


Tabelle I. Schafwolle + Ammoniak (ungeléste Faseranteile). 





S-Gehalt Cystingehalt Cystin-S N-Gehalt 
ee der behandelten Faser || der behandelten Faser Cystin-S der in % des 4 ; 
Wollsorte - , behandelten S-Geh. d. 

in % des in ° in °, d. nat. Faser in behand. 
nat. S-Geh, * Cystin-Geh Faser 


d. behand. 
laser 


in % 


Wolle D if 46,8 27 0,806 48,8 18,0 
Wolle 12¢ 3: 38,5 3,47 30 0,925 69,5 17,7 
Wolle 5b 36 41,3 3,19 28.8 0,852 62,6 17,5 
Wolle 6b a 32,6 3,03 25.8 0,809 66,3 17,2 


oO . ) Oo 
40 0 b2 "0 


Man sieht, daf8 der S-Gehalt auf rund 40°, der unbehandelten 
Wolle? herabsank und demgema&f auch der Cystingehalt nur mehr 
> des Cystins der nativen 


etwas liber 3°, betrug, was im Mittel 27 
Faser entsprach. Die unbedeutende Erhéhung des N-Gehalts halten 
wir fiir nebensachlich. Auf Grund dieser Zahlen scheint der SchluB 
berechtigt, da das EiweiB des ungelésten Fasermaterials gegentiber 
dem nativen Wollekeratin weitgehend verandert ist und daher in den 
durch die NH3-Einwirkung isolierten Spindelzellen nicht mehr die 
ungeschidigten Fibrillen des Wollhaares vorliegen. Die Frage, wieweit 
diese Veranderungen mikroskopisch erfaBbar sind, soll hier nicht be- 
handelt werden. Es sei noch erwahnt. daB das alkalische Milieu neben 
den Umsetzungen an den SS-Bindungen wohl! auch noch solche an 
anderen Stellen der EiweiBkette, wie etwa an Peptidbindungen, aus- 
lésen kann. So haben etwa Eléd und Reutter dabei eine Zunahme der 
Zahl von NH,-Gruppen diskutiert. 


1 Die wenigen vorhandenen SS-Bindungen wurden mit HJ zu SH- 
Gruppen reduziert. — * Infolge des verschiedenen Ausgangszustandes der 
Rohwollen darf eine genaue Ubereinstimmung der Zahlenwerte natiirlich 
nicht erwartet werden. 
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Hier wie bei friiher studierten Umsetzungen an SS-Bindungen wat 
als wichtigstes Ergebnis fiir eine prdparative Weiterarbeit aus den 
analytischen Daten die Folgerung abzulesen, daB in den mit NH 
behandelten Wollfasern neue S-Verbindungen anwesend sein muften 
die ihre Entstehung den Umwandlungen an den Cystin-SS-Bindungen 
verdanken. Denn auf Grund der S-Bilanz 'ag der Gesamtschwefel der 
Faserbruchstiicke nur mehr 2 rund 69°. a's Cystin vor. Was war also 
aus den Cystinresten des Eiweifies bei der N Hs-Behandlung entstanden 
Vor etwas mehr als | Jahr war von mir auf Grund einer Diskussion 
der Bindungsmoéglichkeiten des nach Alkalieinwirkung nicht mehr 
disulfidisech gebundenen Schwefe's die Entstehung von Thiodither- 
bindungen vorausgesagt worden!. Kurze Zeit spiter haben dann die 
Amerikaner //orn, Jones und Ringel? die Lsolierung des Thioathers 
Lanthionin aus Schafwolle, die mit verdiinnter Sodalésung gekocht war 
mitgeteilt. Lanthionin leitet sich vom Cystin schematisch durch Ab- 
spaltung eines S-Atoms ab. Horn, Jones und Ringel erkannten dik 
Tragweite dieser Entdeckung, machten aber tiber den Chemismus det 
Bildungsweise des Thioaithers trotz der vorhandenen Modellversuche 
keine Angaben. Auch bei Sodabehandlung war die schon langer be- 
kannte Tatsache auffallend, daB disulfidisch gebundener Schwefel weit- 
gehend verschwindet, ohne dabei aber aus dem Substrat etwa als H.S 
abgespalten zu werden. Es lag also die gleiche Situation wie bei der 
NH,-Wolle vor. 

Es lieB sich nunmehr zeigen, da} auch in der mit N Hy behandelten 
Wolle Lanthionin anwesend ist?. Bei der Durchhydrolyse und Aut- 
arbeitung eines Wollepraiparates (,,.NH ,-Wolle D*) wurde zunichst 
eine Kristallisation erhalten, die je etwa zur Halfte aus Cystin und 
Lanthionin bestand?. Eine Trennung von Disulfid und Thioather, die 
in ihren Léslichkeitseigenschaften einander sehr ahnlich sind, durch 
fraktionierte Kristallisation ist sehr veriustreich und fiir praktische 
Zwecke ungeeignet. Sie gelang schlieBlich nach zwei chemisch nicht 
uninteressanten Verfahren. Die eine Methede griindet sich auf die 
Schwerloslichkeit des Natriumsalzes von Dibenzoyl-cystin in natron- 
alkalischen Lésungen, waihrend die andere die charakteristische Um 
setzung der SS-Bindungen des Cystins mit Kaliumcyanid® benutzt. 
Lanthionin konnte so auch hier rein isoliert werden. Damit ist die 


1 Praparative Arbeiten in dieser Richtung muBten aus éuBeren Griinden 


schon vor mehr als 2 Jahren abgebrochen werden. — ? J. of biol. Chem. 
138, 141, 1941; vgl. auch Angew. Chem, 54, 324, 1941. 3 Hieriiber wurd: 
bereits in den Vortragen in Frankfurt und Briinn berichtet. + Einzel- 
heiten dieser Versuche werden in Kiirze mitgeteilt. - § Nach Abschlul 


unserer Versuche wurde bekannt, daB auch Brown und du Vigneaud (J. ot 
biol. Chem, 140, 767, 1941) Cyanid zu dem gleichen Zweck heranzogen. 
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Bildung des neuen Thioaéthers nunmehr bei der NH -Behandlung von 
Wolle ebenfalls nachgewiesen. 

Die Entstehung von thioatherartig gebundenem Schwefel im 
Lanthionin bei der Behandlung von Wollfasern mit alkalisch reagierenden 
Losungen, wobei die Faserstruktur mitunter noch weitgehend erhalten 
bleibt, ist in mehrfacher Hinsicht recht beachtenswert. Ohne den 
Fragenkomplex heute schon in seiner Gesamtheit aufzurollen, seien 
hier nur noch kurz einige Méglichkeiten fiir den Chemismus der 
Lanthioninbildung in den Wollekeratinen! erértert?. Mit ziemlicher 
Sicherheit diirfen wir zunichst an den Cystinresten der Peptidketten 
die Sprengung der SS-Bindungen durch Hydrolyse formulieren, wabei 
hier die Bildung der SH-Gruppen besonders ausschlaggebend zu sein 
scheint |Gleichung (2)}: 
ee 

CO 
‘O NH 


-CH—CH,—SH + HOS—CH,—CH<cpyo- (2) 


HOH 


Vielleicht kénnte dann nach Gleichung (3) eine H.S-Abspaltung aus 
zwei benachbarten SH-Gruppen die Thioatherbindung erzeugen: 


CO x ‘ ; ; ‘ ° NH— 
NH -CH—CH,—S'H + HS —CH,—CH. CO 
COK x ‘ ae , NH— : , 
> _xvH -CH—CH,—S—CH,—CH- co__7 H,S. (3) 


Man mag aber auch in Betracht ziehen, da das Thiol sich an einen 
ungesittigten Verbindungstyp, wie er nach Gleichung (4) anfalien 
kénnte, anlagert [Gleichung (5)]: 


\H>CH--CH,—SH > a .C=CH, + H,8, (4) 
OR alia . NH-- 
~wH>C=CH, + HS—CH,-CH<¢g _ 

> yx y>CH-CH,—S—CH,—CH- 4 (5) 


Hier miissen weitere Modellversuche eine Klaérung herbeifiihren®. 
Das Studium der NH,-Einwirkung auf die Wollfaser lieB erneut 
die Labilitat der SS-Bindungen der Cystinreste zutage treten und 


férderte unsere Kenntnisse von den Abbauvorgangen durch die Iso- 


1 Und anderen cystinhaltigen Stoffen! 2 Vgl. auch Klepzigs Textil- 
zeitschr, 45, 41, 1942. > Entsprechende Versuche sind bereits in Angriff 
genommen; wir behalten uns die Bearbeitung dieser Fragestellung sus- 
driicklich vor. Es sei hier noch erwahnt, daB in Kiivze auch tiber weitere 
Ergebnisse bei der HeiBwasserbehandlung von Wolle in Gegenwart von 
Schwermetallen, wie Cd, Cu. Zn, Pb und Bi, berichtet wird. Insonderheit 
fuhrte die Emlagerung von erheblichen Mengen von Kupfer in die Fasern 


zu bemerkenswerten Resultaten. 
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lierung von Lanthionin. Es mahnt beziiglich der Isolierung ung: 
schadigter Spindelzellen aus den Fasern zur Vorsicht Es scheint, dag 
wir zur Zerst6rung der Faserstruktur auf fermentative Methoden ay 
gewiesen sind, die nach dem Auffinden hochwirksamer Fermentsystene 
rasch und in praparativem AusmaB die Freilegung der Wollefibrillen 
gestatten!, Die allgemein vertretene Ansicht von der schweren Ver- 
daubarkeit der Wollekeratine durch Enzyme besteht nicht in allen 
Fallen zu Recht. 

Ich danke der I. G. Farbenindustrie A.-G. in Frankfurt vielmals fii 
die Gewahrung von Mitteln fiir die vorliegende Untersuchung aus de: 
Carl Bosch-Stiftung®. 


Beschreibung der Versuche. 


I. Hydrolytische Aufspaltung der SS-Bindung von Dithio-diglykolsdur 
in Boratpuffer und in ammoniakalischer Lésung. 

a) Spaltung in Boratpuffer bei py = 12.25: Eine m/10 Dithio- 
diglvkolsaurelésung in Boratpuffer vom py — 12.25 2 (0.4554 g Substrat 
in 25 cem) lieB man in einem MeBkélbchen bei 46° im Thermostaten 
stehen. Schon zu Anfang farbte sich die Lésung schwach gelb. Nach 
80 Minuten versetzte man 5cem der Reaktionslésung mit 10 ccm 
2n HCl, vertrieb den in Freiheit gesetzten HS im Vakuum im CO,- 
Strom bei 40° und titrierte anschlieBend in der Kalte mit Jodid-Jodat 
(n/10). Verbrauch an n/1l0 Jodatlésung = 5,15 cem 47.4 mg Thio- 
glykolsaure = 51,5°, der Theorie. Die SH-Probe mit Nitroprussid. 
natrium in der Reaktionslésung nach dem Verjagen des H.S war stark 
positiv. 

b) Spaltung in Boratpuffer bei py — 9,91: 10 cem einer m 10 
Disuliidlésung in einem Boratpuffer vom py 9,917 blieben bei 46° im 
Thermostaten stehen. Nach 60 bzw. 180 Minuten wurden jeweils 2 ccm 
entnommen, mit 4ccm 2n HCl versetzt und der frei werdende H.S 


im Vakuum bei 46° und Durchleiten von CO. entfernt. Dann erfolgte 


kalt SH-Titration mit Jodid (3 cem einer 10 °,igen K J-Lésung) — Jodat 


{O° 
(n/10). Ergebnisse in Tabelle IT: 
Tabelle II. 
Reaktionszeit in Minuten ................06- 60 180 
Verbrauch an n/10 Jodat in cem............ 1,15 1,60 
IE “SIMOBUTROISOGRO 6605) 505 Se OS e be ess 10,6 14,75 
Ni, > ARLE IUD 0222 ie SRG Oy Soe’ Sere 28,8 40 


1 Hieriiber wird ebenfalls nach AbschluB8 der bereits seit langerer Zeit 
begonnenen Versuche berichtet werden. — ? Vgl. H. Jérgensen, Wasser 
stoffionenkonzentration. Dresden u. Leipzig 1935. 
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c) Spaltung in ammoniakalischer Lésung: 0,90 ¢ Dithiodiglykol- 
siure léste man in 10 cem konz. NH» und lief in verschlossenem GefabB 
im Thermostaten bei 40° stehen. Nach 4 Stunden, nach welcher Zeit 
der Nitroprussidnatriumtest auf SH_ bereits sehr stark positiv war, 
wurde | cem der Reaktionslésung mit 10 cem 2n HCl versetzt, wobei 
H,S frei wurde, den man im Vakuum bei 30° vertrieb. Diese Lésung 
verbrauchte an n 10 Jodlésung 1,33 ccm (Mittelwert aus zwei Titra- 
tionen) 123 mg Thioglykolsiure 13.6°% der Theorie. 


II. Behandlung von Schafwolle mit Ammoniak. 

Folgende vier Wollsorten, die wir auch schon bei friiheren Unter- 
suchungen heranzogen, wurden fiir die Versuche benutzt: deutsche 
Mischwolle (D), Seitenwolle aus Chile von nicht ermittelter Feinheit 
(12c), Neuseeland-Riickenwolle vom Sortiment CI (5b) und Buenos 
Aires-Riickenwolle vom Sortiment CLL (6b). Die Rohwollen waren 
griindlich und schonend nach einem frither mitgeteilten Verfahren! unter 
volligem Aussch!uB alkalischer Waschmittel gereinigt worden. Be- 
ziiglich der Einzelheiten bei der Durchfiihrung der S-, Cystin- und 
N-Bestimmungen mu ebenfalls auf friihere Veréffentlichungen ver- 
wiesen werden®. Die mehrfache Durchanalyse der Wollsorten ergab 
die in Tabelle LILI verzeichneten Werte, wobei der Schadigungsgrad im 
Sinne des von uns entwickelten Schwefelbilanzverfahrens errechnet 
wurde?: 

Tabelle If. 





“ean S-Gehalt Cystingehalt Schidigungsgrad N-Gehalt 
Wollsorte in % in % in % in ° 
D 3,52 11,2 15 15,35 
12¢ 3,45 11,56 1] 16,09 
5b 3,29 11,1 10 7,5 
6b 3,75 11,72 16 -- 


1. 250 ¢ von der lufttrockenen Wolle D blieben in einer gut ver- 
schlossenen Rollflasche 29 Monate lang bei Zimmertemperatur? mit 
5 Liter konz. Ammoniak?* stehen. Die Lésung hatte sich nach dieser 
Zeit gelbbraun verfairbt und schaumte beim Umschiitteln, wahrend 
man schon mit bloBem Auge erkennen konnte, dab die einzelnen Woll- 
fasern vollig in kleine Bruchstiicke zerfallen waren. Lésung und feste 
Substanz (im nachfolgenden als ,.NH 3-Wolle D* bezeichnet) wurden 


1 A, Schodberl u. P. Rambacher, Klepzigs Textilzeitschr. 42, 369, 1939; 
diese Zeitschr. 306, 269, 1940. — ? Diese Zeitschr. 306, 269, 1940; Angew. 
Chem. 54, 313, 1941; Collegium 1941, S. 177. 3 Die Temperatur- 
schwankungen waren hierbei mitunter betrachtlich! — 4 Das von der I. G. 
Farbenindustrie-Frankfurt bezogene konz. NH, des Instituts ist 25° 


co 
olf: 
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nun durch Abnutschen getrennt. Die ungelésten Wollanteile wurden 
sehr haufig mit dest. Wasser gewaschen und schlieBlich durch mehr. 
faches Digerieren auf der Nutsche mit Aceton weitgehend getrocknet 
Die Trockengewichtsbestimmung dieses Materia!s, das noch sehr hygro 
skopisch war, ergab einen Feuchtigkeitsgehalt von 14,9°, (12stiindives 
Trocknen einer Probe bei 105° im Trockenschrank). Die ,,.N H3-Wolle D 

die keinerlei Faserstruktur mehr erkennen lieB, lag schlieBlich in eine: 
merkwiirdigen Form vor, etwa vergleichbar mit kleinen Stiickchen vor 
morschem Holz. Das Material war recht hart und machte einen vei 
filzten Eindruck. Man konnte es mit einer Schere schneiden. Es wat 
in heiBer 2n NaOH loslich und gab mit alkalischer Plumbitlésung 
ziemlich viel PbS, so daB auf die Anwesenheit von noch vielen SS 
Gruppen geschlossen werden konnte. In der abgetrennten ammoniakali- 
schen Lésung lieB sich kein H,S nachweisen !. 

Cystinbestimmung in ,,NH,-Wolle D“: 1,057 g (1,802 g) 2 kochte mar 
mit 20 cem 6 n H,SQ,8 Stunden lang im Phosphorsdurebad unter Riickflul 
Das braune Hydrolysat, das nur sehr wenig Huminsubstanzen enthielt, 
wurde auf 50 ccm aufgefiillt. 2 cem des filtrierten Hydrolysates verbrauchter 
zur Neutralisation 4,7 cem n NaOH (Phenolphthalein). ‘1 Jie kolorimetrische 
Cystinbestimmung mittels Phosphorwolframsiure unter Benutzung des 
Pulfrich-Photometers mit jeweils 1 cem der Substratl6sung nahm man hie 
wie in allen nachfolgenden Fallen nach dem friiher mitgeteilten Verfahren 
vor’. Es ergab sich ein Ek von 0,881 (1,086), was 0,642 mg (0,780 mg 
Cystin entspricht (bei s = lem). Im Gesamthydrolysat waren dahe1 
32,1 mg (39,0 mg) Cystin anwesend. Im Mittel entspricht das einem Cystin 
gehalt von 3,02°, (bezogen auf Trockengewicht). 

S- und N-Gehalt von ..NH,-Wolle D*‘: 359,0 (332,3) mg Substanz vei 
brauchten 3,32 (3,25)cem Bariumacetatlésung 5,75 (5,62) mg S. 5.88 
(7,90) mg Substanz: 1,049 (1,443) mg N (Ajeldahl). 

Gef.: S 1,60, 1,69%%, N 17,8, 18,2%%. 

Von den Weallesorten 12c, 5b und 6b reagierten jeweils 5.0 ¢ 
in gut verschlossenen Rollflaschen bei Zimmertemperatur mit 260 con 
vollig gesittigter Ammoniaklésung (35°,ig) 22 Monate lang, und zwa: 
waren es von Wolle 12 ¢ vier Ansatze (so daB also insgesamt 20 g Wol| 
behandelt wurden) und von den Wollen 5 b und 6 b je ein Ansatz. Da 
die GefiBe monatelang in ungeheizten Raiumen standen, waren hie 
ebenfalls starke Temperaturschwankungen vorhanden. Die ammoniak 
lischen Lésungen firbten sich wiederum gelb und schaiumten bein 
Durehschiitteln. Bei allen Ansatzen wurden Lésungen und Riickstand 
fiir sich untersucht. 


' Nach Versuchen von Dr. P. Rambacher, — ? S&imtliche Einwaa; 
dieser Arbeit wurden an Hand von Trockengewichtsbestimmungen au! 
Trockengewichte umgerechnet. — @ Einzelheiten der Versuchstechn 
ferner Einzelheiten iiber weitere hier benutzte analytische Verfahr 
miissen bei A. Schdberl u. P. Rambacher (diese Zeitsechr. 295. 377, 193s 
306, 269, 1940; Klepzigs Textilzeitschr, 42, 369, 19389) eingesehen werd: 
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2. Wolle 12¢ + NH, (Aufarbeitung): Wie deutlich zu erkennen 
war, blieb die Faserstruktur noch teilweise erhalten. In der Fliissigkeit 
waren kleine Faseranteile fein verteilt, die unter dem Mikroskop wie 
die Wollefibrillen aussahen. Die gesamten vier Ansitze wurden nun 
vereinigt und zunachst durch ein grobes Faltenfilter filtriert. Das 
unverdiinnte Filtrat, dessen Menge rund 440) cem betrug, und die festen 
Wolleanteile (als ,.NH.-Wolle 12 ¢ bezeichnet) verarbeitete man 
getrennt weiter. 

Die ..NH.-Wolle 12 c** wurde lange auf dem Filter mit betracht 
lichen Mengen von warmem Wasser (40°) gewaschen und dann durch 
Abpressen (zuletzt zwischen Filtrierpapier) von dem gréBten Teil des 
Wassers befreit. Oberflachlich betrachtet, war eine gewisse Faserstruktur 
noch erhalten geblieben. Unter dem Mikroskop sah man glasig durch- 
scheinende Faden ohne Schuppen. Diese Faden lieben sich feucht 
leicht dehnen und zerreiBen. Das Material wurde einige Stunden im 
Vakuum tiber konz. H,SO, getrocknet. Seine Menge betrug dann 9,5 g. 
Die Faseranteile fithlten sich nach dem Trocknen sehr hart an und 
waren sehr fest miteinander ,,verklebt’. Der Feuchtigkeitsgehalt, 
durch 12stiindiges Trocknen im Wageglischen bei 105° ermittelt, 
qetrug 9,73 %. 

S- und N-Gehalt von ,,NH,-Wolle 12¢**: 273,5 (294,6) mg Substanz ver- 
brauchten 2,17 (2,20)cem Bariumacetatlésung 3.75 (3.81) mg S. 
5,58 (5,97) mg Substanz: 0,998 (1,045) mg N (Ajeldahl). 


Gef.: S 1,37, 1.29%, N 17,9, 17,5%. 


Cystinbestimmung in ,,NH,-Wolle l2e: 0,656g mit l0eem 6n 
H,SO, wie oben beschrieben hydrolysieren. 50 cem Hydrolysat waren vor- 
handen, 1 cem Hydrolysat ergab Ek. = 0,605 = 0,456 mg Cystin (s = lem). 


Das Gesamthydrolysat enthielt daher 22,8 mg Cystin, d.s. 3,47 3. 


Aufarbeitung des ammoniakalischen Filtrats (440 ccm). Es gab mit 
Nitroprussidnatrium keine positive Farbreaktion. Auch durch Destilla- 
tion einer Probe von 20 ccm im Hg,-Strom lieB sich in vergelegter 
Kadmiumacetatlésung keine Spur von H.S nachweisen (das dabei 
entweichende NH, wurde vorher durch verdiinnte HCI absorbiert). 
40 com des Filtrats wurden ferner im Vakuum weitgehend eingedampft, 
mit 20 ceem konz. HCI versetzt und 8 Stunden unter RiickfluB gekocht. 
AnschlieBend Fallung von vorhandenem SO, wie itiblich mit BaCl,. 
Man bestimmte 81,0 mg BaSO,, was 11,1 mg S entspricht. Die gesamte 


ammoniakalische Lésung enthielt mithin rund 120 mg Sulfat-S Ie % 
des insgesamt eingesetzten Wolle-S (die behandelten IS g trockene 
Wolle 12¢ enthielten 620 mg 8S 2). Die Hauptmenge der Lésung 

! Bei der Errechnung der Prozentgehalte wurde stets auf das Trocken- 
gewicht bezogen. — ? Da das Filtrat nicht quantitativ gesammelt werden 


konnte, liegt der ermittelte Sulfat-S-Wert sicher zu niedrig. Man dart 
annehmen, daB 1/; bis '/, des Wolle-S als Sulfat vorliegt. 
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wurde schlieBlich in einer Porzellanschale auf dem Wasserbad a}). 
gedampft. Nachdem die letzten Wasserreste im Vakuum iiber konz 
H,SO, entfernt waren, blieb eine leimartige, braungelbe, sehr harte 
und spréde Substanz zuriick, die typisch nach abgebautem Eiwei{} 
roch und sich im Mérser pulvern lieB. Ihre Menge betrug rund 6.9 ¢ 
(Prap. 20/V/148). Dieses lésliche WolleeiweiB léste sich in Wasser 
vollstandig erst nach Zusatz von einigen Tropfen verdiinntem NH,, bis 
ein pu von 8 bis 8,5 erreicht war. Biuretprobe und Diazoreaktion 
positiv (letztere rot). Plumbit- und Nitroprussidnatriumreaktion nur 
ganz schwach. Das Wolleeiweif wurde auf 8, N und Cystin durch. 


analysiert. 

S- und N-Bestimmung von Priparat 20/V/148: 383,6 (336,2) my 
Substanz verbrauchten 11,00 (9,50)cem Bariumacetatlésung. - 19,08 
(16,43) mg S. 4,95 (8,03) mg Substanz: 0,855 (1,360) mg N (Ajelda/i/ 


Gef.: S 4,96, 4,88%, N 17,3, 17,0%. 

Cystinbestimmung in Praparat 20/V/148: Wegen der nicht ganz ein 
deutigen SS-Probe mit Nitroprussidnatrium mute eine quantitative Ti 
stimmung mit Phosphorwolframséure entscheiden. 419,7 mg = Substan; 
wurden mit 10cem konz. HCl! 6 Stunden unter RiickfluB bei einer Bad 
temperatur von 120° gekocht. Das Eiweif léste sich schon in der Kailte i: 
der konz. Saure glatt auf, wihrend in der Hitze zunichst wieder Triibung 
auftrat. Man hatte den Eindruck, da®B eine Art Denaturierung erfolgt 
Nach einigem Kochen war aber eine voéllig klare, dunkelbraune Lésung vo: 
handen. Nach Beendigung der Hydrolyse dampfte man im Vakuum |) 
60° vollig ein, léste den Riickstand in Wasser und fiillte auf 10 cem aui 
2 cem des filtrierten Hydrolysates dienten zur Bestimmung. Es ergab sic! 
Ek = 1,158 0,828 mg Cystin (¢ = lem). Im gesamten Hydrolysat 
waren also 4,14 mg Cystin vorhanden, d.s. 0,99% der Einwaage. 

Hier ist noch zu bemerken, da8 ohne Sulfitzusatz ein sehr hoher Blind 
wert gefunden wurde, und zwar betrug bei gleicher Substratmeng: 
Ek = 0,345 (bei s = lem). Dieser ist nicht nur auf die dunkle Farbe ces 
Hydrolysates zuriickzufiihren, da der Ansatz griin gefairbt war. Es muften 
vielmehr reduzierende Substanzen anwesend sein. Aber selbst wenn 
ausschlieBlich SH-Gruppen die Ursache gewesen waren, was unwahrschei 
lich ist, wiirde das fiir die oben ermittelte SS-Bilanz keine wesentlic!: 
Anderung bedeuten. 

3. Wolled5b+ NH, (Aufarbeitung): Die Aufarbeitung erfolgte 
hier und bei Wolle 6 b (vgl. den Abschnitt 4) genau so wie es bei Wolle 12: 
beschrieben ist. Von der ammoniakalischen Lésung konnten 120 ccm 
durch Filtration gewonnen werden. Bei den nicht gelésten Faser- 
anteilen (als ,,.NH3-Wolle 5b** bezeichnet), die 2,5 g wogen, war die 
Faserstruktur noch besser als bei Wolle 12 c erhalten. Krauselung war 
fast keine mehr vorhanden. Die weitgehende Zerstérung der Woll- 
fasern lieB sich besonders gut daran erkennen, daB das Material durch 


1 Wegen der zu erwartenden geringen Cystinmenge wurde hier H(! 
benutzt. Die iiberschiissige H Cl laBt sich leicht durch Abdampfen entfernen 
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Trocknen an Luft sehr hart wurde und stark verfilzte und zusammen- 
var a . | ¢ io sina aa < 
klebte. Seine Feuchtigkeit bestimmte man zu 5,25°%. Das Priparat 
war an der Luft noch stark hygroskopisch und muBte daher in trockenem 
Zustand in verschlossenen Wageglaschen abgewogen werden. 

S- und N-Gehalt von ,.N H.-Wolle 5b**: 237,4 mg Substanz verbrauchten 
1.86 cem Bariumacetatl6sung = 3,22 mg. 4,32 mg Substanz: 0,756 mg N 
(Kjeldahl, Mittelwert aus zwei Destillationen). Gef.: S 1,86°,, N 17,5°5. 

Cystinbestimmung in ,,NH,-Wolle 5b‘: 0,498 g Substanz wurden mit 
10eem Schwefelsaure durchhydrolysiert. Es waren 50¢em eines nur 
schwach gelb gefairbten Hydrolysates vorhanden. Fiir 1 cem Hydrolysat 
bestimmte man Ek 0,404 0,318 mg Cystin (8s lem). Im gesamten 
Hydrolysat befanden sich daher 15,9mg Cystin. Das entspricht einem 
Cystingehalt von 3,19°,. 

Aufarheitung des ammoniakalischen Filtrats (120 cem): Auf Grund 
einer BaSO,-Bestimmung enthielten 40 cem der Lésung nach der 
Durchhydrolyse mit Sa!zsiure 6,7 mg Schwefel (entsprechend 48.9 mg 
BaSO,). Auf die gesamte Lésung umgerechnet sind das 20 mg 8, 
d.s. 13.5% von 148mg 8, die mit 4,5 g Wolle 5b (trocken) in den 
Versuch eingesetzt wurden. Durch Eindampfen gewann man 1,2 ¢g 
lésliches Wolleeiweif?. 

Die Bestimmung von 8S und N in ihm ergab: 253,6 mg Substanz ver- 
brauchten 6,65ccm Bariumacetatl6sung = 11,50 mg SS. 3,95 mg Sub- 
stanz: 0,6944 mg N (Kjeldahl). Gef. S 4,53, N 17,6°,. 

4. Wolle 6b ~ NHg (Aufarbeitung). Von der ammoniakalischen 
Lésung fielen 130 ccm an. Die Faserstruktur der nicht gelésten Faser- 
anteile war wesentlich besser als bei den Wollen 12 ¢ und 5 b erhalten 
geblieben. Die NH ;-Wolle 6b verzupfte man noch feucht gut. Sie 
zeigte noch Bauschelastizitat und Krauselung. Das an Luft getrocknete 
Materia] wurde ebenfalls sehr hart und verfilzte. Nach mehrstiindigem 
Trocknen im Vakuum iiber konz. H,SO, betrug der Feuchtigkeits- 
lrockn Vak ber k H.SO, betrug der | htigkeit 
gehalt 5,.2°,. Auch hier war die Hygroskopizitat der Wolle noch weit- 
gehend erhaiten geblieben. Ungelést blieben 2.8 g. 

S- und N-Gehalt von ,,.N H,-Wolle 6b‘: 233,7 mg Substanz verbrauchten 
1,65 cem Bariumacetatlésung = 2.85 mg 8. 4,31 mg Substanz: 0.7392 mg 
N (Kjeldahl; Mittelwert aus zwei Destillationen). Gef.: 8 1,22°,, N 17,2. 

Cystinbestimmung in ,,N H,-Wolle 6b**: Vorhanden 50 cem Hydrolysat, 
das aus 0,515 g Substrat erhalten wurde. Fiir 1cem Hydrolysat wurde 
gemessen: Ek = 0,390 = 0,312 mg Cystin (s leem). Somit waren ins- 
gesamt 15,6mg Cystin anwesend, d.s. 3,03°, der Einwaage. 

Aus der ammoniakalischen Lésung gewann man etwa 1.1 g eines 
zahen, leimartigen WolleiweiBes. Lésung und Substanz wurden hier 
nicht mehr’ weiter untersucht. 


1 Beziiglich der Gesamtausbeute mu beachtet werden, dali 40 cem 
der Reaktionsfliissigkeit zur SO,-Bestimmung benutzt wurden. 
15* 
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I11. Einwirkung von konzentrierter Jodwasserstoffsdure auf ein ldslich 
Wolleeiweifh zur Ermittlung des Bindungszustandes des Schwefels. 


Die Behandlung mit frisch destillierter Jodwasserstoffsaure vom 
spez. Gewicht s = 1,70 nahm man in einer Apparatur vor, wie sic 
Baernstein' zur Bestimmung von Methionin und zur Ermittlung der 
genauen S-Bilanz in EiweiBstoffen beutzte?. Auf die Vorlagen zu: 
Absorption von CH,J (aus Methionin!) konnte hier verzichtet werden 
Die Vorlage zur Absorption des H.S enthielt eine Lésung mit 26 ' 
BaCl, und 20% CdClo. 0.1320 g WolleeiweiB (Praparat 20 V 14s 
mit 6.49 mg S wurden mit 10 ccm Jodwasserstoffsaure, der man zur 
Reduktion des elementaren Jods 0,1 g Kaliumhypophosphit zusetzt: 
5 Stunden lang unter RiickfluB und unter Durchspiilen mit No (Oo-frei 
in einem Phosphorsiurebad von 150 bis 160° gekocht 3. Schon in der 
Kalte erfolgte zu Beginn des Versuchs H.S-Entwicklung. Der frei 
werdende H,S wurde in der Vorlage quantitativ als CdS absorbiert 
Das CdS wurde jodometrisch titriert. Den Inhalt des Absorptions- 
gefaiBes versetzte man mit Kisessig, tiberschiissiger n 10 Jodlésung und 
einigen ceom 2n HCl. Nach dem Verschwinden des CdS wurde der 
JodiiberschuB8 mit n/10 Thiosulfatlésung zuriicktitriert. Verbrauch an 
n/10 Jodlésung = 3,83 cem = 3,83 - 1,603 — 6,14 mg S. Dies entspricht 
94,.5°, des Gesamt-S des WolleeiweiBbes. 


1 J. of biol. Chem. 115, 25, 1936; A. Schdberl u. M. Fischer, diese 
Zeitschr, 302, 310, 1939: R. Kuhn u. Mitarbeiter, Ber. 72, 407, 1939. 
2 Wir muBten diese Technik in der letzten Zeit in Reihenversuchen zum 
Nachweis von thiodtherartig gebundenem, jedoch nicht in Methioninresten 
vorliegendem 8 benutzen. Uber diese Versuche kann aus fiuBeren Griinden 
erst spaiter berichtet werden. Versuche iiber die HJ-Behandlung von 
Thiodiglykolsiure, einigen Thiolearbonsiuren und Lanthionin sind bereits 
abgeschlossen. Das Studium des Verhaltens von Lanthionin gegeniibe: 
HJ méchten wir uns ausdriicklich vorbehalten. — * Der Versuch wurc: 
von Dr. F. Krumey durchgefiihrt. 
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Die Thrombinwirkung. Eine Enzymreaktion. 
die unter dem Eintlu®B der lonenstiirke steht. 
Von 
Tage Astrup. 

(Aus dem Biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 26, Juni 1942.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Wie bekannt, ist die Wasserstoffionenkonzentration, bei der ein 
Enzvm seine gréBte Wirksamkeit entfaitet, fiir die meisten Enzyme 
eine charakteristische GréBe. Auch fiir die durch Thrombin verursachte 
enzymatische Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin hat man die 
Reaktionsfahigkeit in Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentra- 
tion der Lésung festzustellen versucht |vgl. Wohlisch (1) (2)). Wahrend 
einige Forscher die gréBte Aktivitat des Thrombins bei etwa neutraler 
feaktion (pu 7,0 bis 7,5) finden, sind die meisten Autoren der Meinung, 
daB eine schwach saure Reaktion (py etwa 6,5) am vorteilhaftesten ist. 

Bei unseren Untersuchungen war es moglich, eine Ubereinstimmung 
zwischen diesen abweichenden Resultaten zu erreichen | vgl. Astrup (3)). 
Es hat sich gezeigt, dai man verschiedene Ergebnisse erhalt, wenn man 
in einem Fal] die Reaktion der Lésung durch Zusatz von Saure und im 
anderen Fall durch Zusatz von Pufferlésung, in iiblicher Weise, andert. 
Die vorliegenden Versuche wurden mit .,Bordet-Plasma** vom Rind 
[Oxalatplasma, aus dem das Prothrombin durch Adsorption an Tri- 
calciumphosphat nach Bordet (4) entfernt worden ist} ausgefiihrt. Das 
Thrombin wurde, wie friiher von Astrup und Darling angegeben (5) (6), 
hergestellt. Die Messungen wurden in einem Glasrohr vorgenommen, 
das 0,10 ecm der benutzten Thrombinlésung enthielt, der 1 ccm Plasma 
zugesetzt wurde. Die Versuche wurden im Wasserbad bei 37° ausgefiihrt. 

Werden Sordet-Plasma vom Rind steigende Mengen verdiinnter 
Salzsiure zugesetzt, so erhalt man bei einem py von 7,0 bis 7.5 ein 
Optimum fiir die Thrombinwirkung. Wird aber anstatt der Salzsaure 
0.2 mol. Phosphatpuffer nach Sorensen zugefiigt, so liegt das Optimum 
bei px 6.2 bis 6,5. Die oben genannten Auffassungen tiber das Wirkungs- 
optimum des Thrombins sind somit beide richtig, sie sind jedoch von 
der Art und Weise, wie die Reaktion erreicht wird, abhangig. 

ErfahrungsgemaB hemmen Neutralsalze die Blutgerinnung [vel. 
Weitnauer, Griining und Wéhlisch (7)). Da eine Lésung von Plasma 

Puffer viel mehr Salz enthalt als eine Lésung von Plasma ver- 
diinnter Salzsiure, wurde gepriift. ob ein Zusatz von Natriumceh!orid 
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das Optimum andein wiirde. Zu diesem Zweck wurde den Plasma 
Salzsaure-Lésungen eine konstante Menge von 0,6 mol. NaCl zugesetzt 
eine Anderung des py-Optimums konnte jedoch hierdurch nicht hervor. 
gerufen werden. Es zeigte sich aber, daB die Gerinnungszeiten hierdurch 
verlangert wurden. 

Die mit Phosphatpuffer erhaitenen Kurven haben das Aussehen, 
als waren sie das Ergebnis einer gleichzeitigen Anderung der Wasserstoff. 
ionenkonzentration und der Salzkonzentration, trotzdem ein Phosphat- 
puffer von konstanter molarer Konzentration verwendet wurde. 
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Abb. 1. Tonenstiirke « von 0,1 mol. Phosphatpuffer nach Serensen in Abhingigkeit vom py. 


Aus der Proteinchemie ist bekannt, daB die EiweiBstoffe als Elektro- 
lyte von der Salzkonzentration, ausgedriickt durch die lonenstarke der 
Lésung, beeinfluBt werden, indem man die Ladungen der Ionen auch 
beriicksichtigen mu. Fiir die Enzyme, als Proteine, muB man von der 
gleichen Annahme ausgehen. 

Die Ionenstarke » einer Lésung wird wie bekannt durch folgende 
Formel (1) ausgedriickt : 

" 1 Sm -2?. (1) 

Hier ist m die Konzentration eines lons in Mol pro Liter und 
z = seine Ladung (Valenz). 

Bei einem Phosphatpuffer nach Sorensen, der eine konstante Salz- 
konzentration hat, ist bekanntlich die Ionenstarke von dem py der 
Lésung abhingig. Wahrend eine Lésung von reinem primarem Phosphat 
eine Lonenstirke hat, die gleich der Salzkonzentration ist, ist die Lonen- 
starke einer Lésung von reinem sekundarem Alkaliphosphat dreimal dic 
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der molaren Salzkonzentration. Fir praktische Zwecke kann’ man die 
lonenstarke einer Phosphatmischung in guter Annaherung berechnen, 
wenn man fiir primares und sekundares Phosphat vollige Dissoziation 
annimmt und die Lonenkonzentrationen gleich den Konzentrationen 
der ein- und der zweiwertigen Phosphationen setzt. Aus den Mischungs- 
verhaltnissen wird dann die Lonenstarke berechnet. Die in Abb. 1 
wiedergegebene Kurve wurde auf diese Weise erhalten. Wie man sieht, 
verursacht die Anderung des py eine bedeutende Anderung der Ionen- 
stirke der Lésung. Da eine Puffersubstanz immer in einer relativ 
groBen Konzentration verwendet werden - thea 
muB, um ihre Aufgabe als Puffer zu er- gg 

















fiillen, k6nnen die hierdurch verursachten al 
Anderungen in der Lonenstarke der En- 
zymmischungen sehr erheblich sein. ym 

Bei Fortsetzung unserer Thrombin- 
untersuchungen zeigte es sich, wie zu er- Up 
warten war, dais die Thrombinwirkung 
vegen Anderungen der Ionenstarke in der ‘ 

Losung sehr empfindlich ist. 

Wird die Abhangigkeit der Thrombin- au 5045 mn 
wirkung von dem Zusatz verschiedener isin, Sinisa 
Salze bei konstantem py untersucht, er- in Abhiingigkeit vom py, teils bei 
hilt man gleichartige Resultate, wenn amen ne mys apt ae 
Lésungen gleicher [onenstarke verwendet bei a Saar 


werden. So hat die Hemmungskurve beim 

Zusatz von 0,6 mol. NaCl beinahe denselben Verlauf wie bei Ver- 
wendung von 0,2 mol. Lithiumsulfat, welches die gleiche Ionenstarke 
besitzt. 

Aus Abb. 1 ist zu ersehen, daf es méglich ist, bei passender Ver- 
diinmnung der Phosphatpufferlésungen mit steigendem py eine konstante 
[onenstarke zu erhalten. Werden Untersuchungen tiber die Thrombin- 
wirkung mit solehen Lésungen durchgefiihrt, so erhalt man eine Kurve 
iiber die Aktivitaét des Thrombins in Abhangigkeit vom py bei kon- 
stanter Lonenstarke. Abb. 2 zeigt eine solche Kurve im Vergleich mit 
einem Versuch, der mit gew6hnlichem Phosphatpuffer nach Sorensen 
ausgefiihrt wurde. Die Wirkung wird durch die reziproke Gerinnungs- 
zeit ausgedriickt. Die Gerinnungszeit wurde in Sekunden gemessen. 

Es zeigt sich, da man bei konstanter Salzkonzentration im Puffer 
(0,2 mol.) ein py-Optimum bei etwa py 6,5 erhalt, wahrend mit kon- 
stanter Ionenstarke ( =- 0,2) ebenso wie bei Verwendung von ver- 
diinnter Séure das Optimum bei neutraler Reaktion gefunden wird. 
Der letzte pu-Wert ist also der richtige; die anderen Werte sind die 
Ergebnisse einer gleichzeitigen Wirkung der Wasserstoffionenkonzentra- 
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tion und Lonenstarke. In weiteren Versuchen wurde gezeigt. daB may 
auch mit Saure ein py-Optimum bei py 6.0 bis 6,5 erhalten kann, wenn 
gleichzeitig der Natriumchloridgehalt der Lésungen und damit dic 
lonenstarke in passender Weise variiert wird. 

Die Untersuchungen zeigen somit, daB die Wirkung des Thrombins 
auf das Fibrinogen sowohl von Andetungen in der Wasserstoffionen. 
konzentration als auch von Anderungen der Lonenstarke stark beeinflu(}t 
wird. Die mangelhaften Kenntnisse dieser Verhaltnisse haben zi 
falschen Schliissen tiber das py-Optimum des Thrombins  gefithr 
Gewohnlich werden An. 
derungen in der Lonenstarke 
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lich, da es sich hier aus- 
schlieBlich um eine Umwandlung von Proteinstoffen handelt. Als 
Zwischenstufe fiir die Fibrinbildung hat man ein lésliches ,,Profibrin” 
angenommen. Welcher von den Teilprozessen: Bildung von ,,Profibrin 
aus Fibrinogen und Ausscheidung von unléslichem Fibrin am empfind- 
lichsten ist, ist vorlaufig unbekannt. 

Die hier fiir die Thrombinwirkung gefundenen Verhaltnisse scheinen 
fiir die Untersuchungen von anderen Enzymen von Bedeutung zu sein 
besonders in solchen Fallen, wo man bei Verwendung von verschiedenen 
Methoden verschiedene py-Optima findet, scheint es aussichtsreich zu 
sein, Untersuchungen iiber den EinfluB8 der lonenstairke auszufiihren 
Kurven aus Versuchen, bei denen reine Séuren oder Basen angewandt 
werden, kann man im voraus als die sichersten betrachten. Auch fii 
manche bisher ungeklarten Probleme der sogenannten ,,Salzwirkung 
bei den Enzymen wird vielleicht eine Erklarung méglich sein. 

Fiir Acetatpuffer kann man annehmen, dafi das Acetat volliy 
dissoziiert ist, wahrend die Essigsaure undissoziiert ist. Die lonenstirke 
kann deshalb annaherungsweise gleich der Konzentration des Natrium 
acetats gesetzt werden. Hieraus |aBt sich die Kurve der Abb. 3  be- 
rechnen. Die lonenstirke geht hier von etwa Null bis zur Molaritat 
der Lésung. 

Auch bei Citratpuffer treten groBe Unterschiede auf. Es hande!t 
sich hier um die Gleichgewichte zwischen Citronensdure, Mononatriun 
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man citrat, Dinatriumcitrat und Trinatriumcitrat. Die Verhaltnisse sind in 
en Abb. 4 wiedergegeben. Wird das von Sorensen angegebene Mischungs- 
die verhaltnis angewandt, erhalt man die vOllig ausgezogene Kurve ; werden 
dagegen, wie bei der Herstellung von Phosphatpuffern, aquimolare 
bins Lésungen benutzt, erhalt man die gestrichelte Kurve. Die Kurven 
nen- sind unter der Annahme, das die Salze und die Citronensaure undissoziiert 
lube sind, berechnet. AuBerdem ist bei der Mischung nach Sorensen ein 
mu wechselnder Gehalt von Natriumchlorid beriicksichtigt. 
hr Fiir Phosphat- und Ace- wo 
An. tatpuffermischungen _ liegen | | 77. gem 
irke genaue Bestimmungen der ei | | | / | 
des lonenstarke [Cohn und Mit- | / ecitah 
En- arbeiter (8) (9), Green (10)] | | | oF 
ich- vor, aber fiir andere in der 
ge. siochemie verwendeten Puffer | 
ren. sind keine’ solehe Unter- n Sorensen” | 
ist suchungen bekannt. Aus dem 
die oben Gesagten geht hervor, 
cen da es bei biochemischen Un- | 
len- tersuchungen von grober Be- 
nd- deutung ware, Puffermischun- F — ie cae aa 
Hs. gen von konstanter Lonen- eo ee eee 
Als starke zu schaffen. Solche 
‘in’ Puffersysteme miissen aus einwertigen Salzen hergestelit sein. Sehr 
in veeignete Puffersubstanzen scheinen die von Airhy und Neuberger (11) 
nd- angegebenen Imidazolverbindungen (Glyoxalin und Derivate) zu sein, 
die von Mertz und Owen (12) zu Blutgerinnungsstudien eingefiihrt 
nen wurden. Bei Verwendung einer konstanten Ausgangsmenge des Hydro- 
in chlorids der betreffenden Substanzen und nach Zusatz wechselnder 
nen Mengen von Natriumhydroxyd und Verdiinnung auf gleiches Volumen 
vat erhalt man Pufferldsungen von konstanter Lonenstirke. Bei Zusatz 
en von HC! zu der freien Base erhalt man dagegen eine variierende Lonen- 
nat stirke der Lésungen. Fiir Acetatpuffer ist es auch méglich, auf diesel be 
fiir Weise konstante Lonenstarken zu erhalten, indem man zu konstanten 
iW Mengen von Natriumacetat wechselnde Mengen von Sa'zsaure fiigt 


und dann auf gleiches Volumen verdiinnt. 


In einer friiheren Untersuchung haben Astrup und Merling (13) die 


rke pu-Optima der Wirkung von Thrombin auf Fibrinogene vom Rind, 
™ Pferd, Mensch und Huhn untersucht und hierbei gefunden, dal die 
be Optima bei verschiedenen px-Werten liegen. Wir haben hieraus den 
tit SchluB gezogen, dal die Fibrinogene artspezifische Substanzen sind. 


Diese Untersuchungen waren indessen mit Phosphatpuffer von hon- 
elt stanter Salzkonzentration ausgefiihrt. Nachdem diese Reaktion sich als 
n empfindlich gegen Anderungen der lLonenstarke erwiesen hat, haben 
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wir die Untersuchungen erweitert und teils die Verhaltnisse bei Ver- 
wendung von gereinigten Fibrinogenlésungen anstatt von Plasma, teils 
die Verhaltnisse der verschiedenen Fibrinogenarten bei konstanter 
lonenstarke untersucht. Samtliche Untersuchungen haben die schon 
friiher gefundenen Ergebnisse bestatigt. 


Das Thrombin ist also ein Enzym, das verschiedene Reaktions 
optima aufweist, die von der Art des als Substrat benutzten Fibrinogens 
abhangig sind. Wahrend fiir manche Enzyme das py-Optimum als 
relativ konstant betrachtet werden kann, ist, wie bekannt, das py- 
Optimum besonders fiir Enzyme, die Proteine angreifen, von der Art 
des Substrats stark abhangig. Da das Thrombin seinen isoelektrischen 
Punkt bei etwa py 4,4 hat [Astrup und Darling (6), Seegers (14)}, liegt 
das Reaktionsoptimum sehr weit von diesem Punkt entfernt. Thrombin 
besitzt also im Reaktionsoptimum eine starke negative elektrische 
Ladung und ist wahrscheinlich nur als Anion enzymatisch wirksam. 
Theoretische Uberlegungen machen es wahrscheinlich, da& man. ins- 
besondere in solchen Fallen, wo der isoelektrische Punkt des Enzyms 
oder Substrats sehr weit vom Reaktionsoptimum liegt, eine Beein- 
flussung der Reaktionsgeschwindigkeit von der Ionenstirke erwarten 
kann. Die relative Entfernung dieser Optima scheint deshalb von 
Bedeutung fiir den Salzeffekt bei der Enzymwirkung zu sein. 

Es ware von gréBtem Interesse, die hier erérterten Verhaltnisse auch 
in bezug auf andere Enzymsysteme zu priifen. Besonders geeignet scheinen 
die Proteasen zu sein, weil hier samtliche teilnehmenden Stoffe starke 
elektrische Ladungen tragen. Insbesondere bei den Enzymen Trypsin 
und Chymotrypsin sollte man interessante Resultate erwarten, da sie 
ungefahr das gleiche Reaktionsoptimum (py 8 bis 9) aufweisen, wahrend 
der isoelektrische Punkt fiir Trypsin bei pq 7 bis 8 und fiir Chymotrypsin 
bei pu 5,4 liegt [Kunitz und Northrop (15)}. Von diesen zwei Enzymen 
sollte Trypsin weniger empfindlich gegen Anderungen der Ionenstarke als 
Chymotrypsin sein. Wir haben einige orientierende Versuche in dieser 
Richtung angestellt, aber die Frage ist noch nicht entschieden, da die 
bisher erhaltenen Kurven ein flaches, unscharfes py-Optimum zeigen, das 
keine ausreichende Genauigkeit der Bestimmungen zulaBt. 

Der KinfluB8 der Lonenstarke auf Enzymsysteme darf nicht mit der 
éfters angetroffenen spezifischen Wirkung einzelner Ionen auf die 
Enzymprozesse verwechselt werden. Die Wirkung der lonenstarke ist 
von ebenso allgemeinem Charakter wie die Wirkung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration. Bei Enzymreaktionen gibt die Lonenstarke wahr- 
scheinlich aber nur in speziellen Fallen meBbare Abweichungen. 

Wahrend in der Proteinchemie die Bedeutung der Ionenstirke all- 
gemein bekannt ist, scheint dies in der Enzymchemie nicht der Fall 
zu sein. Dem Verfasser sind jedenfalls keine naheren Angaben hieriiber 
bekannt. Nur Lundsteen (16) hat in seinen Untersuchungen tiber die 
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Labgerinnung die Tonenstirke beriicksichtigt. Lundsteen findet, dab 
besonders die Ausscheidung und in geringem Mae die Bildung von 
Paracasein von der Ionenstarke abhangig sind. In diesem Zusammen- 
hang ist es auch von Interesse, da die Inaktivierung von kristallini- 
schem Pepsin in hohem Grade von der Ionenstarke beeinfluBt wird 
(Steinhardt (17)). 

Zusammenfassung. 


1. Die Umwandlung yon Fibrinogen zu Fibrin durch Einwirkung 
von Thrombin ist eine Enzymreaktion, die sich sowohl gegen Anderungen 
der Wasserstoffionenkonzentration als auch gegen Anderungen der 
fonenstarke der Lésung als sehr empfindlich erwiesen hat. 

2. Bei Enzymuntersuchungen mu beriicksichtigt werden, dal 
die gew6hnlichen bei biochemischen Untersuchungen angewandten 
Pufferlésungen (Phosphat, Acetat, Citrat) sehr groBe Anderungen in der 
Ionenstairke aufweisen, wenn man den py-Wert variiert. 

3. Die Bedeutung dieser Ergebnisse fiir die Enzymchemie wird 
besprochen, sowie einige theoretische Uberlegungen skizziert. 


Diese Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung von ,,Danmarks 
tekniske Hojskoles Fond for teknisk Kemi‘ und ,,Lovens kemiske Fabrik”, 
Kopenhagen, ausgefiihrt. 
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Der Einflu®8 der Metallionen 
auf die Bildung von Citronensiiure beim Oxydieren 
von Acetaten durch Hefe. 
Von 
Artturi [. Virtanen und Jae. Sundman. 
(Aus dem Biochemischen Institut in Helsinki.) 


(Eingegangen am 21, Mai 1942.) 


Wieland und Sonderhoff (1) haben festgestellt, daB die Hefe Acetate 
unter aeroben Verhaltnissen rasch zu Kohlendioxyd und Wasser oxydiert. 
Wird die Reaktion vor Verschwinden der ganzen Essigsiuremenge 
unterbrochen, findet man, daB aus der Essigsiure gewisse Mengen Bern. 
stein- und Citronensdure entstanden sind. Da genannte Forscher zu 
ihren Versuchen Unterhefe verwendeten, welche durch 24stiindive 
Selbstgérung von leicht garbaren Stoffen, vor allem von Glykogen, 
befreit war (,,verarmte Hefe‘*), konnte Essigsiure als Ausgangsstoft 
besagter Sauren angesprochen werden. Sonderhoff und Thomas (2) 
konnten dies auch direkt nachweisen unter Anwendung von Trideu- 
terium-Essigséiure bei ihren Versuchen, wobei sich sowohl in der Bern- 
stein- als in der Citronenséiure eine theoretische Menge Deuterium 
befand. 

Sonderhoff und Deffner (3) machten die interessante Wahrnehmung, 
daB die Kationen einen ausschlaggebenden EinfluB auf die bei Oxydation 
der Essigsiure entstehende Citronensiuremenge haben. Dagegen ist 
die Menge der Bernsteinsiure ziemlich konstant unabhaingig von den 
Kationen der Lésung. Somit bildet sich aus Na-Acetat tiberhaupt 
keine Citronensiure oder héchstens Spuren, aus Ca-Acetat jedoch 


etwa 2°,, aus Ba-Acetat sogar bis 20°. Die genannten Forscher 


0 
erklaren den Unterschied einfach auf Grund der Schwer!éslichkeit det 
Citrate. Je schwerer léslich irgendein Citrat ist, aus einer desto kleineren 
Konzentration scheidet sich das Salz unléslich aus und vermeidet auf 
diese Weise weitere Spaltung. Der Umstand, dal in Na-Acetatlésung 
keine Citronensaure entsteht, wiirde also von einer weiteren Oxydation 
des leichtléslichen Na-Citrats herriihren. 

In diesem Laboratorium ist bei mehreren Garungen der ent- 
scheidende EinfluB der Kationen auf die Entstehung bestimmte! 
teaktionsprodukte festgestelit worden. So wurde bemerkt, daB Butte: 
siurebazillen nur in dem Falle Butterséure aus Zucker bilden, wenn di: 
Lésung Ca-lonen enthalt | Pelddn (4)|. Acetylmethylcarbinol entsteht 
unter Einwirkung von Aromabacterien auch nur in Anwesenheit vo) 
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Ca-lonen {| Storgards (5)|. In keinem der beiden Falle wurde Ca-lon 
durch Mg-lon ersetzt. 

Beide Garungen haben gemeinsam, da die angefiihrten Garungs- 
produkte, Buttersiure und Acetylmethylearbinol, durch -Konden- 
sationsreaktionen entstehen. Die entscheidende Reaktion bei der 
Bildung von Buttersdure ist die Kondensation von Brenztraubensiure 
zu Brenztraubensaurealdol ; 

CH, -C(OH)-CO,H 
2CH,-CO-CO,H —> ; 
CH,-CO-CO,H 
woraus Buttersaure iiber Acetessigsaure entsteht [Pelddn (4) |. 

Der Bildung von Acety!methylearbinol geht auch die Kondensation 
der Brenztraubensauremolekiile voraus |vel. Virtanen (6)|. 

Nach unserer Auffassung haben die Ca-lonen bei obengenannten 
Garungen auf die Kondensationsreaktion der Brenztraubensiure aus- 
schlaggebende Bedeutung, so dafS das Calcium eine wichtige Aufgabe 
in der Reaktion selbst und durchaus nicht bei Entfernung der Reaktions- 
produkte als unlésliches Salz hat. Als wirim Jahre 1939 vor dem Kriege 
die Bildung der Citronensaure bei aerober Oxydation der Acetate durch 
Hefe untersuchten, erzielten wir Ergebnisse, aus welchen hervorging, 
daB die Aufgabe der Metallionen dabei eine andere sei als von Sonder- 
hoff und Deffner angenommen worden war. Eine weitere Begriindung 
dieser Frage hatte fortgesetzte Versuche erfordert, da wir aber gegen- 
wartig keine Gelegenheit zur Ausfiihrung derselben haben, veréffent- 
lichen wir unsere bereits zu einer bestimmten Deutung gelangten 
Resultate. 

Als Agens wurde bei unseren Versuchen frische Béiackerhefe ver- 
wendet. Versuche wurden sowoh! mit Hefereinkultur als mit Handels- 
ware ausgefiihrt. In beiden Fallen war die Menge der gebildeten Citronen- 
siure praktisch gleich, so daB die Bacterien in der Handelsware ohne 
Einwirkung auf das Resultat sind. Auch wurde festgestellt, daf8 normale 
Hefe und ,,verarmte Hefe*: (glvkogenfreie) aus dem Acetat praktisch 
gesehen gleich viel Citronensiure bilden. Bei Anwendung normaler 


Tabelle IL. 


22.4¢ Mg-Acetat, 10 ¢ frische Hefe (Trockengewicht), 1000 cem Wasser. 





Essigsiiure Citronensiure Essigsiure Citronensiure 
Zeit ver- gebildet in °% Zeit ver- gebildet in ‘ 
in Std. schwunden verschwundener in Std. schwunden verschwundener 
in %5 Kssigsaure in % Essigsiiure 
0 11,5 12,2 14,3 
2 1,5 oo 26.2 46.0 14,7 
4 2,2 Spuren 30,5 57,5 15,7 
5,5 5.5 15,8 
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Hefe als Agens wird zuerst Glykogen oxydiert, wobei das pu sinkt : die 
Oxydation des Acetats setzt erst nach Verlauf einiger Stunden ein 
Hiernach erfolgt die Oxydation des Acetats und die Bildung der Citronen. 
siure mit gleicher Geschwindigkeit ziemlich unabhangig von der Kon. 
zentration (Tabelle I). 

Die Bildung der Citronenséiure aus verschiedenen <Acetaten ist 
aus Tabelle LI ersichtlich. Die Acetatkonzentration war n/5, auBer be; 
dem La-Acetatversuch, in welchem die Konzentration n/20 war. 


Tabelle II. 





Bickerhefe 


‘ Essigsiure Citronensaure — 4 ., Citrat in Lésung 
Kation | Zeit ~s st mn ver- gebildet in % a “4 des in % , 
, in Std. eo schwunden verschwundener - mo al gebildeten 
substans in % Essigsiiure Citrats 
Na 25 0,6 97 Spuren sehr leicht 100 
léslich 
Na 7 1,0 30 0 
Ca 40 1,2 60 1,6 96 (25° C) 100 
Ba 48 1,0 59 14,3 57 (25°C) 32 
Ba 24 1,0 50 14,2 
Mg 30 1,0 58 17,5 1800 (20°C) 100 
Mg 22 1,0 47 16,1 100 
Mn 23 1,0 51 6,9 
Mn 42 1,0 44 2,8 
La 57 1,0 100 4,7 sehr schwer 
léslich 


Die Tl-, Zn-, Cd- und Al-Acetate wurden in n/5 Lésung unter dem 
Emflu8 der Hefe nicht verindert, wahrscheinlich infolge Vergiftung 
der Hefe. 

Aus den oben dargestellten Versuchsresultaten geht hervor, dali 
sich Citronensiure am meisten aus Mg- und Ba-Acetaten, bedeutend 
weniger aus Mn- und La-Acetaten, sehr wenig aus Ca-Acetat und 
praktisch gesehen tiberhaupt nicht aus Na-Acetat bildet. Die Léslichkeit 
der Citrate ist augenfallig von keinerlei Bedeutung fiir die Bildung der 
Citronenséure, so daB der EinfluB der Kationen offenbar nicht von der 
Léslichkeit der entstandenen Citrate herriihvt, sondern die Ursachen tiefer 
liegen miissen. Es ist aller AnlaB zu der Annahme vorhanden, daB dic 
Kationen Einflu8 auf irgendeine Stufe der Bildungsreaktion von 
Citronensdure haben. Hierbei ist zunachst die Einwirkung der Kationen 
auf diejenige Kondensationsreaktion denkbar, welche der Bildung der 
Citronensiure vorangeht, also die Aldolkondensation nach Virtanen (7) 
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zwischen der Oxalessig- und der Essigsiure oder nach Anoop (8) 
zwischen der Oxalessig- und der Brenztraubensaure : 
CO,H CO,H 


CO + CH,-CO-CO,H —» C(OH)-CH,-CO-CO,H 
CH, CH, 
C0,H CO,H 


Diese Reaktion ist vollkommen analog der bei Butterséuregarung statt- 
findenden Bildung von Brenztraubensiurealdol, so dali angenommen 
werden kénnte, die Einwirkung der verschiedenen Lonen auf die Bildung 
der Citronen- und der Butterséure sei gleichartig. So verhalt es sich 
jedoch nicht, denn das Mg-Ion wirkt effektiv bei Bildung von Citronen- 
siure aus Essigsiure, dagegen aber nicht bei Bildung von Butterséure 
und Acetylmethylearbinol aus Zucker. 

Demzufolge ist es méglich, daB sich die Tatigkeit der Kationen 
bei Entstehung von Citronensiure auf irgendeine andere Reaktion 
richtet als auf die oben dargestellte Aldolkondensation. Die Bildung 
von Oxalessigsiure und Brenztraubensiure aus Essigsiure koénnten 
diese Reaktionen sein, doch spricht gegen diese Auffassung die Wahr- 
nehmung von Sonderhoff und Deffner (3) von der Unabhangigkeit der 
Bernsteinsaurebildung von den Metallionen des Acetats, wie auch unsere 
weiter unten darzulegende Beobachtung tiber die Bildung von Citrenen- 
siure aus Ba-Succinat, aber nicht aus Na-Suecinat. Da nach Bernhauer 
und Siebenduger (9) Aspergillus niger Citronensdure aus Na-Acetat viel 
reichlicher als aus Ca-Acetat bildet, und also der Einflub der Kationen 
hierbei ein umgekehrter ist wie bei Oxydation der Acetate durch Hefe, 
wird es immer schwerer, die Aufgabe der Metallionen bei Bildung der 
Citronensiure zu deuten. Ob sich ihre Einwirkung direkt auf die 
chemischen Reaktionen richtet, oder ob sie als Aktivatoren der Enzyme 
wirken, kann auf Grund der bisherigen Versuche nicht mit Sicherheit 
gefolgert werden. 

Es kénnte angenommen werden, dal der verschiedene Einflub 
der Kationen auf die Bildung der Citronensiure auch auf der Ver- 
schiedenheit des py in den Lésungen der verschiedenen Acetate be- 
ruht. Die folgende Tabelle ILI zeigt die Schwankungen des py in den 


Tabelle III. 





Acetat iad — PH ase Acetat ra 
im Anfang nach 24 Std. im Anfang nach 24 Std. 
Na a3 etwa 9 Mg 8,3 etwa 9 
Ca 7,0 7,5 Ba 7,0 7,3 
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untersuchten Acetatl6sungen wahrend einer Versuchszeit von 24 Stunden 
Acetatkonzentration n/5, Hefe lg (Trockengewicht) pro 100 cem 


Lésung. 

Diese py-Unterschiede erklaren nicht die verschiedenartige Bilduny 
der Citronensiure aus verschiedenen Acetaten, denn die mit Na-Acetat 
bei verschiedenem py ausgefiihrten Versuche (Tabelle LV) haben gezeigt, 
da die Citronensiurebildung aus Na-Acetat héchstens spurenweise 
zwischen py 6,3 und 9 erfolgt, also in einem py-Bereich, wo aus Mg- 
und Ba-Acetaten erhebliche Mengen Citronenséiure entstehen. 


Tabelle IV. 
Substrat n/5 Na-Acetat. Das py wurde durch Titrieren konstantgehalten 
Versuchszeit 24 Stunden, 





issigsiure 5 ‘i 
Essigsiiu Citronensiéure 


Indikator Pu ve — 2 gebildet 
Br-Kresolpurpur ........ 6,3 92 iiberhaupt nicht 
Nowtralrot 2... cee 68 90 99 9 
Br-Thymolblau ......... 7,0 91 Spuren 
2 Ree ere ee 7,0 — 9,0 95 99 


In einer anderen Versuchsreihe, wo das pq mit Phosphatpuffer 
eingestellt wurde, war das Ergebnis mit Na-Acetat das gleiche. 

Bei aerober Oxydation der Bernsteinsiure mit Hefe wird der 
EinfluB der Kationen auf die Bildung der Citronensiéure a's der gleiche 
wie bei Anwendung von Essigsiéure festgestellt. Aus Na-Succinat 
entsteht keine Citronensdure, aus Ba-Succinat dagegen bilden sich 
ihnliche Mengen wie aus Ba-Acetat. Das Resultat von Wieland 
und Sonderhoff (1), nach welchem aus Bernsteinséiure keine Citronen- 
siure entstiinde, riihrt daher, da genannte Forscher ihre Versuche mit 
Na-Succinat ausfiihrten. 


Beschreibung der Versuche, 


Die Garungen wurden bei + 20°C ausgefiihrt. Die Substrat- 
konzentration war im allgemeinen n/5 und die Menge der frischen 


Backerhefe 1 g (Trockengewicht) pro 100 cem Lésung. Die Hefe war 


stets Rajamaki-Backerhefe (Handelsware), auBer in Versuch 5, bei 


welchem die Garung unter sterilen Bedingungen mit einer Reinkultur 


obengenannter Hefe geschah. Wahrend der ganzen Garungszeit wurde 
mittels einer Wasserpumpe ein kraftiger Luftstrom durch die Lésung 
gesaugt. Nur in einem Fall (Versuch 2) wurde Sauerstoffstrom in die 
Lésung eingeleitet. 


Bernsteinsdure wurde nach Reinigung iiber das Ba-Salz als Ag-Salz 


bestimmt | Aarstrém (10)]. 
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Citronensdure wurde nach Kometiani (11) bestimmt. 

Essigsdure wurde im Destillat titriert, nachdem die mit Schwefel- 
siure angesduerte Lésung einer Destillation mit Wasserdampf unter- 
zogen worden war. Qualitativ wurde Essigsiure durch Halbdestillation 
nach Virtanen und Pulkki (12) folgendermafen nachgewiesen: 

Nach 20stiindiger Garung von 1000 cem n/5 Na-Acetat und 10g 
Hefe wurde die Lésung mit H,SO, kongosauer gemacht und mit 
Wasserdampf destilliert. Nachdem die Essigsiure tiberdestilliert war, 
wurden 200 cem des Destillats, enthaltend 66,8 cem n/10 Séure, halb- 
destilliert. Beim ‘Titrieren der zuerst destillierten 100 cem wurden 
24.4cem n/10 NaOH gebraucht. Der Halbdestillationswert ist somit 
36,6 (fiir reine Essigsiure auch 36,6), was beweist, da die fliichtige 
Siure Essigsaure ist. 

Nachstehend werden die Protokolle einiger Versuche angefiihrt. 


1. 100 cem n/5 Na-Acetat (= 1,2 g Essigsiure) und 1 g Hefe (3 Stunden 
..verarmt‘’'). Nach 7 Stunden waren noch 840 mg Essigsaure vorhanden, 
wahrend keine Citronensiure nachgewiesen werden konnte. 

2. 800 cem n/5 Na-Acetat und 5 g Hefe (24 Stunden ,,verarmt**). Bei 
diesem Versuch wurde der Luftstrom dureh O, und mechanisches Umriihren 
ersetzt. Das Ergebnis war ungefaihr wie in Versuch 1, indem sich nach 
25 Stunden 36 mg Essigsiure vorfanden, wogegen nur Spuren von Citronen- 
siure nachgewiesen werden konnten. 

3. 100 cem n/5 Ca-Acetat und 1,2 g Hefe. Nach 45 Stunden waren 
480 mg Essigsiure vorhanden und es hatten sich 11,5 mg Citronenséure 
gebildet. 

4. 100 cem n/5 Ba-Acetat und 1,0 g Hefe. Nach 24 Stunden fanden 
sich 600 mg Essigséure vor und es hatten sich 85 mg Citronensaure gebildet. 

5. 100 cem n/5 Ba-Acetat und 1,0 g Hefe (Reinkultur). Der Luftstrom 
wurde mit konz. Schwefelsiure gewaschen. Nach 48 Stunden waren 492 mg 
Essigsdure vorhanden und 101 mg Citronensiéure hatten sich gebildet. 

6. 100 ccm n/5 Mg-Acetat und 1,0 g Hefe. Nach 22 Stunden waren 
636 mg Essigsiure vorhanden und 91 mg Citronensiure hatten sich ge- 
bildet. Nach 30 Stunden fanden sich 504mg Essigséure vor, wiaihrend sich 
122 mg Citronensdure gebildet hatten. 

7. 100 cem n/5 Mn-Acetat und 1,0 g Hefe. Nach 23 Stunden waren 
590 mg Essigsiure vorhanden und es hatten sich 42mg Citronensdure 
gebildet. 

8. 100 cem n/5 Mn-Acetat und 1,0 g Hefe. Nach 42 Stunden waren 
670 mg Essigsiure vorhanden und es hatten sich 15 mg Citronensdure 
gebildet. 

9. 100 cem n/20 La-Acetat. Nach 57 Stunden fand sich keine Essig- 
siure mehr vor und es hatten sich 14 mg Citronensaéure gebildet. 

10. 150cem Wasser Ba-Succinat (= 606mg Bernsteinsaure) und 2,5 g 
Hefe. Nach 38 Stunden waren 540 mg Bernsteinséiure vorhanden und es 
hatten sich 10mg (15,2°6) Citronensiure gebildet. 

11. 100 cem n/5 Na-Acetat und eine Bacterienmasse, welche durch 
Weiterziichten einer nach Acetatoxydation aus der Hefesuspension isolierten 
Bacterienart hergestellt waren. Nach 67 Stunden waren 770 mg (64° ,) Essig- 
siure vorhanden. Citronensaure konnte nicht nachgewiesen werden. 
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Zusammenfassung. 

Beim Oxydieren der Acetate mit Hefe wird aus einigen Acetaten 
Citronensiure gebildet. Aus Na-Acetat entsteht hierbei keine oder 
héchstens spurenweise Citronensaure, aus Ba-Acetat dagegen bedeutende 
Mengen (Sonderhof/ und Deffner). Die Ursache fiir das verschiedene 
Verhalten der Acetate ist nicht, wie von den genannten Autoren an 
genommen wurde, die Schwerléslichkeit des Ba-Citrats, wodurch dieses 
der weiteren Oxydation entzogen wiirde. Aus Mg-Acetat werden namlich 
auch ungefahr gleiche Mengen Citronensaure gebildet wie aus Ba-Acetat, 
obwohl das Mg-Citrat leicht léslich ist. Die Bedeutung der Kationen 
bei den zur Citronensiurebildung fithrenden sowie anderen analogen 
Kondensationsreaktionen wird in der Mitteilung diskutiert. 

Aus Ba-Succinat wird ebenfalls Citronensiure gebildet, aus Na- 
Succinat dagegen nicht. 
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Versuche iiber die Reinigung 
des mucinolytischen Enzyms des Hodens. 
Von 
G. Favilli und L. Bergamini. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Universitat Modena.) 


(Eingegangen am +, Juli 1912.) 


Chain und Duthie stellten im Jahre 1939 fest, daB im Hoden ein 
Enzym vorhanden ist, welches die Mucine der synovialen Fliissigkeit 
und die der Nabelschnur angreift; die Mucine verlieren die Viscositat 
vollstandig und nach und nach werden die Hauptbausteine ihres Molekiils 
(Acetylgiucosamin und Jaluronséure) frei. Diese Verfasser brachten 
ihre Beobachtungen in Zusammenhang mit der Tatsache, daB der 
Hoden reich an einem Faktor ist. dem sogenannten Diffusionsfaktor 
von Duran-Reynals, welcher in noch unbekannter Wirkungsweise die 
Diffusion der gelésten Stoffe und der in einer Fliissigkeit auf- 
schwemmten KorpuskeIn in das Bindegewebe ungemein férdert, und 
nahmen an, dab der Diffusionsfaktor nichts anderes als das mucinoly- 
tische Ferment sei und daS die durch ihn hervorgerufene Diffusion auf 
den Abbau der interfibrillaren Mucine zuriickzufithren sei. Nach den 
Beobachtungen von Chain und Duthie haben sich viele Forscher mit 
dieser Frage beschaftigt, vor allem .We Clean und Hale, Meyer und 
Mitarbeiter und Favilli, welcher bewiesen hat, da alle bis jetzt be- 
kannten Diffusionsfaktoren (Schlangengifte, Blutegelkopfextrakt, Stoffe 
bacterieller Herkunft) eine mucinolytische Wirkung besitzen; derselbe 
hat festgestellt, daB sie wirklich Fermente sind, und hat deren Eigen- 
schaften charakterisiert. Das Enzym, welches nur die Mucine mesen- 
chymaler Herkunft spaltet, hat Favilli Mesomucinase benannt; Meyer 
und Mitarbeiter nennen es dagegen Jaluronidase, da ihr spezifisches 
Substrat ein in Mucinen enthaltenes Polysaccharid von hohem 
Molekulargewicht, die Ja'uronsiure, wire. Danach sind Mesomucinase 
und Diffusionsfaktor synonym geworden, da es sich um Fer- 
mente handelt, welche in vivo auf Bindegewebe als ihr spezifisches 
Substrat einwirken. Gleich nach der Entdeckung der verschiedenen 
Diffusionsfaktoren und viel friiher als der Beweis ihrer enzymatischen 
Natur wurden Versuche zu ihrer Reinigung unternommen, teilweise 
auf rein chemischem, teilweise auf pliysikalischem Wege, wie mittels 
Dialyse und Adsorption. Solche Versuche sind hauptsiachlich mit dem 
testikularen Diffusionsfaktor gemacht worden, welcher bis jetzt der 
bestuntersuchte ist, wihrend fiir die anderen nur wenige Reinigungs- 


16* 
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versuche vorliegen, die auch nur zu bescheidenen Erfolgen gefiihrt 
haben. Wir halten es fiir tiberfliissig, die verschiedenen Metheden zu 
referieren, welche fiir die Darstellung des testikularen Diffusionsfaktor- 
angewendet wurden, da diese schon von einem von uns ausfiihrlich 
zusammengefaBt wurden (Favilli). Es geniigt, daran zu erinnern, dali 
sie aus der Trennung des Diffusionsfaktors von den Begleitstoffen 
bestehen, und zwar einerseits durch Fallung des Faktors aus der Lésung, 
oder andererseits durch Entfernung der letzteren, wobei der Faktor 
gelést bleibt. Man kann den Faktor mit basischem Bleiacetat (Morgan 
und Mc Clean), mit Aceton nach Entfernung der wirkungslosen Proteine 
durch Essigsiure (Claude und Duran-Reynals), durch fraktionierte 
Fallung mit Ammoniumsulfat (Madinaveitia) oder durch verschiedene 
Schwermetallsalze (Favilli) niederschlagen; man kann ibn durch Kohile 
( Mannozzi-Torini) oder durch Aluminiumhydroxyd (.Vadinaveitia) adsor- 
bieren und endlich durch Dialyse viele wirkungslose Begleitstoffe ent- 
fernen (Favilli). Bei den bisher ausgefiihrten Versuchen konnte der 
Faktor in erheblicher Reinheit erhalten werden, aber die Resultate 
sind doch sehr verschieden, sei es was die chemischen Eigenschaften der 
erhaltenen Substanz, sei es was seine Wirkung anbetrifft, welche bisher 
nur durch eine biologische Methode bestimmt wurde, und zwar indem 
man die Diffusionsgeschwindigkeit im lebenden Gewebe mah. Da dic 
Entdeckung der mucinolytischen Wirkung der Diffusionsfaktoren jetzt 
ermoglicht, ihre Aktivitat durch physikalische und chemische Methoden 
genau zu messen, dachten wir daran, die Mesomucinase darzustellen, 
wdbei wir zum Teil die von den obengenannten Forschern vor- 
geschlagenen Methoden benutzten und den Lauf des Reinigungs- 
verfahrens durch Messung der mucinolytischen Wirkung statt der 
Diffusionsaktivitaét im lebenden Gewebe kontrollierten. Auf diese 
Weise hat man den Vorteil, in jeder Stufe des Reinigungsprozesses 
jene Verfahren zu wahlen, welche erlauben, die gréBte Menge von 
inaktiven Stoffen zu entfernen, wobei die Aktivitaét nur wenig abnimmt. 


Methode. 


10 g entfetteten Pulvers von Stierhoden wurden im Mérser mit 
100 cem physiologischer Kochsalzlésung extrahiert; die klare Fliissig- 
keit, welche nach Zentrifugieren und Filtrieren durch Papier erhalten 
wurde, wird im folgenden als Rohextrakt bezeichnet. Die mucinolytische 
Wirkung wurde viscosimetrisch bestimmt, wobei eine Reihe Ostwald- 
Viscosimeter von gleichem Inhalt (1,5 cem) und von gleicher AbfluS 
geschwindigkeit (6 Sekunden fiir dest. Wasser) gebraucht wurde. Als 
Substrat diente eine aus Nabeischnur nach Favilli dargestetlte Mucin- 
lésung, fiir die man 60 mg Mucinpulver in 20 cem m 30 Phosphatpuffer 
zu px 6,8 léste. Fiir jede Bestimmung fiigte man zu 3 ccm der Mucin- 
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lésung U,3cem der mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnten 
Enzymlésung hinzu: die Viscositat wurde, wie es in einigen Versuchen 
vezeigt wird, wahrend 2 bis 3 Stunden bei 31° zu verschiedenen Zeit- 
punkten bestimmt. Die mucinolytische Wirkung wird durch die prozen- 
tuale Viscositatsverminderung nach einer bestimmten Zeit, bezogen 
auf die Mucinkontrollésung, ausgedriickt ; wenn z. B. die Mucinkontroll- 
lésung in 31 Sekunden und die Versuchslésung nach einstiindiger 
Fermenteinwirkung in 1] Sekunden abfloB und die AbfluBgeschwindig- 
keit des Wassers 6 Sekunden betragt, so erhalt man nach der Proportion 
100: 2 = (3831—6):(11—6) 2 = 20, daher ist der Viscositatsabfall 
80°, in 1 Stunde. Gleichzeitig mit der Bestimmung der mucinolytischen 
Wirkung wahrend der verschiedenen Stufen des Reinigungsverfahrens 
wurde der Stickstoffgehalt nach der Mikro-Kjeldahl-Methode auf 1 oder 
2cem Fliissigkeit bestimmt. Im Laufe der Reinigung durch Dialyse 
oder durch Hinzufiigen von Fallungsmitteln wird die Menge der Enzym- 
jésung vermehrt; um aber immer vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, 
nahm man eine 5-ccm-Probe des Rohextrakts nach Zentrifugieren und 
Filtrieren und gleichfalls je eine 5-ccm-Probe von jeder Stufe des 
Reinigungsverfahrens. Alle Proben fiir die Bestimmung der mucino- 
lytischen Wirkung und des Stickstoffgehalts wurden dem dem Lauf 
der Reinigung entsprechenden Volumenzuwachs gemaB verdiinnt. Auf 
diese Weise waren die Wirkungs- und Stickstoffgehaltsveranderungen 
durchaus der Wirkung und dem N-Gehalt des Rohextrakts vergleichbar, 
wobei sie von den im Laufe des Reinigungsverfahrens fortschreitenden 
Verdiinnungen unabhangig waren. 


1. Wirkung der Dialyse. 

Es war schon bekannt (Favilli), daB es durch Dialyse méglich war, 
fast die Halfte des im Rohextrakt enthaltenen Stickstoffs zu entfernen, 
ohne daB ein meBbarer Verlust der Diffusionswirkung zu_ befiirchten 
ware. Infolgedessen wurde der Rohextrakt durch eine Cellophanhiille 
gegen flieBendes Wasser eine Nacht lang dialysiert. Die Fliissigkeit 
wurde zentrifugiert, um den Globulinniederschlag abzutrennen, und 
dann gemessen. Der Durchschnittswert von vier Versuchen ist hier 
wiedergegeben: Rohextrakt: N auf 100 cem = 196mg. Mucinolytische 
Wirkung nach Verdiinnung 1: 100 in physiologischer Kochsalzlésung 
in 1 Stunde 80°%. Dialysierter Extrakt: N auf 100 com = 59 mg. 
Mucinolytische Wirkung nach Verdiinnung 1: 100 in physiologischer 
Kochsalzlésung in 1 Stunde = 78%. Durch dieses Ergebnis werden die 
friiheren Beobachtungen (Favilli, Mannozzi-Torini) bestatigt, nach 
denen durch Dialyse der Rohextrakt mehr als die Halfte des Stickstoffs 
verliert, wahrend seine Wirkung, welche nicht mehr biologisch, sondern 
enzymatisch gemessen wird, unverandert bleibt. 
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2. Wirkung der Fallung durch Essigsdure. 


Mc Clean beobachtete, daB der Diffusionsfaktor des Hodens in 
leicht sauren Losungen (px 4,5) léslich ist und daB man deshalb mitte|s 
Ansauern wirkungslose Proteine ohne eine nachweisbare Verminderung 
der Diffusionswirkung niederschlagen kénnte. Infolgedessen wurden 
dem dialysierten und zentrifugierten Extrakt 5° n/1_ Essigséiure 
zugefiigt; der reichliche Niederschlag wurde nach 1 Stunde durch 
Zentrifugieren entfernt und die Fliissigkeit durch n/l1 NaOQH wieder 
neutralisiert. Nachstehend die Durchschnittswerte von vier Versuchen. 
Dialysierter und mit Essigséure behandelter Extrakt: N auf 100 cem 

39 me. Mucinolytische Wirkung nach Verdiinnung 1 : 100 in physio 
logischer Kochsalzlésung in 1 Stunde =: 70%. Wenn man diese Ergeb- 
nisse mit jenen des vorhergehenden Versuchs vergleicht, sieht man. 
daB durch die Falhing mit Essigsiure eine Entfernung von wirkungs- 
losen Proteinen erreicht wurde (etwa 50°, N gegentiber dem dialysierten 
Extrakt), wahrend die mucinolytische Aktivitét nur eine leichte Ver- 
minderung von 78 auf 70°, erlitten hat, die wahrscheinlich auf Adsorp- 
tion von Enzymspuren aus dem Niederschlag zuriickzufiihren ist. 


3. Wirkung der Fédllung durch neutrales Bleiacetat. 


Morgan und We Clean beobachteten, dali der testikulare Diffusions- 


faktor durch neutrales Bleiacetat nicht gefallt wurde; man hat daher 


daran gedacht, eine weitere Reinigung mit Hilfe dieses Salzes vorzu- 
nehmen. Der Fliissigkeit, welche nach Fallung mit Essigsaure erhalten 
wurde, fiigte man 5% einer gesattigten Lésung von neutralem Blei- 
acetat zu. Der reichliche ‘Niederschlag wurde durch Zentrifugieren 
abgetrennt. Um das Bleisalz zu entfernen, wurde die erhaltene Fliissig- 


keit durch Zusatz von 1°% einer n/l Essigsaurelosung leicht sauer 


gemacht und in einer Cellophanhiille in einem Behalter dialysiert, welcher 


etwa 10 Liter mit Essigséure angesauertes Wasse1 enthielt. Das Wasser 
wurde oft bewegt und zwei- bis dreimal gewechselt : nach 7 bis 8sttindiger 


Dialyse war das Bleisalz vollkommen entfernt. Die nachstehenden 
Ergebnisse beweisen, da man durch diese Technik eine weitere Ver- 
minderung der inaktiven Begleitstoffe erhalt, ohne daf die mucino- 
lytische Wirkung merklich verringert wurde. Testikularer Extrakt 
nach Fillung mit neutralem Bleiacetat und Dialyse: N auf 100 cem 
= 17mg. Mucinolytische Wirkung in 1 Stunde nach Verdiinnung 
1: 100 in physiologischer Kochsalziésung = 61°. Weitere Versuche 
die Menge des in der Lésung vorhandenen Stickstoffs durch verschiedene 
Fallungsmittel zu vermindern, haben immer zu einer starken Herab- 
setzung und zuweilen auch zu vollkgmmenem Verlust der Wirkung 
gefiihrt. Um das Enzym in trockenem Zustand zu gewinnen, standen 
drei Verfahren zur Verfiigung, und zwar: das Ferment durch basisches 
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Bleiacetat oder durch Aceton oder durch Ammoniumsulfat nieder- 


zuschlagen. Wir haben nach einigen Versuchen die von Morgan und 
Me Clean vorgeschlagene Fallung mit basischem Bleiacetat ausgeschaltet, 
weil das erhaltene Pulver eine erhebliche Bleisalzmenge enthielt, die 
spiterhin sehr schwierig zu entfernen war und eine genaue Wirkungs- 
bestimmung unmdglich machte. 

Die Fallung mit Aceton, welche von Claude und Duran-Reynals 
angegeben ist, hat uns ebenfalls nicht den gewiinschten Erfolg gebracht, 
weil die Niederschlage kaum in Wasser léslich sind und man daher 
einen sehr hohen Wirkstoffverlust hat. 


4. Wirkung der Fdllung mit Ammoniumsulfat. 

Der nach Bieiacetatfallung und Dialyse erhaltenen Fliissigkeit 
wurde soviel Ammoniumsulfat zugefiigt, daB eine gesittigte Lésung 
(etwa 760 g auf L000 ccm) erhalten wurde. Die Lésung wurde auf dem 
Wasserbad bei 37° bis zur vollstandigen Auflésung des Salzes erwarmt, 
etwa 1 Stunde stehengelassen und dann zentrifugiert und filtriert. 
Die in dem Zentrifugenréhrchen und auf dem Filter verbliebenen Nieder- 
schlage wurden zusammen in der geringsten Wassermenge wieder 
gelést und die Fliissigkeit gegen flieBendes Wasser bis zur Sulfat- 
entfernung dialysiert. Die Enzymlésung wurde dann im Exsikkator 
iiber CaCl, verdampft und getrocknet. Auf diese Weise enthielt man 
einen gelblichen Riickstand, welcher gepulvert wurde und in Wasser 
Tabelle I. Vergleich zwischen der mucinolytischen Wirkung des 


testikularen Enzyms und dem Stickstoffgehalt in den ver- 
schiedenen Reinigungsstufen. 





N auf Prozentualer Abfall der Viscositit ; Verdiinnung 


Testikularer Extrakt 100 cem 1: 100 in physiologischer Kochsalzlosung 
mg 10 Min. 60 Min. 2 Std. 3 Std. 
Rohextrakt ............. 183 44 78 90 42 
Dialysierter Extrakt..... 51 42 76 88 92 
Extrakt nach Fallung mit 
Essigsaure ........... 32 28 64 78 86 
Extrakt nach Fallung mit 
Bleiacetat............ 15 24 58 74 80 
Enzymlésung nach Fallung 
mit Ammoniumsulfat. . - 16 52 68 76 


vollstandig léslich war. Der in physiologischer Kochsalzlésung auf- 
geléste Riickstand zeigte fast vollkommen die urspriingliche Wirkung, 
wie in Tabelle 1 gezeigt wird. In derselben wird das Protokoll eines 
Versuchs wiedergegeben, in welchem der Stickstoffprozentsatz und die 
mucinolytische Wirkung in jeder Stufe des Reinigungsverfahrens 
bestimmt sind, 
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Wie aus den obigen Ergebnissen ersichtlich, ist die Wirkungs. 


verminderung zwischen Roh- und gereinigtem Extrakt nach 3 Stunden 
nur 16%, wahrend die N-Menge um 92°, verringert wird. 


Chemische Eigensehaften und Wirkung des gereinigten Enzyms. 


Eine Lésung von 10 mg des gereinigten Stoffes in 10 cem physiolo- 
gischer Kochsalzlésung zeigte folgende Eigenschaften: die Biuretprobe 
war positiv, die Molisch-Reaktion negativ, bei Hinzufiigen von Tri- 
chloressigsaure, Sulfosalicylsdure, Pikrinsiure, Uranylacetat, Queck- 
silberchlorid bildete sich ein Niederschlag; durch Beigabe von Zink. 
sulfat, Kupfersulfat, Essigsiure blieb dagegen die Fliissigkeit klar. Die 


Wirkung des gereinigten Ferments war erheblich, wie es sich in den 
folgenden Versuchen zeigt, in welchen eine Lésung, die 2 mg der 
Wirkungssubstanz auf 1 ccm (1 : 500) enthielt, weiter verdiinnt wurde, 
wie aus der Tabelle IL zu ersehen ist. 


Tabelle If. Wirkung des gereinigten mucinolytischen Enzyms des 
Hodens auf die Mucine der Nabelschnur. 





{ Verdiinnung des gereinigten Enzyms; prozentualer Zuwachs 
Bestimmung des Viscositatsabfalles 





nach: SE ee nS 
2500 1: 5000 1: 20000 1: 50000 1: 100000 1: 200 000 

10 Min. 94 56 23 10 6 4 

a0. 100 77 40 20 11 7 

60 ,, — 82 56 30 18 11 

2 Std. 91 69 44 27 15 

igs — 94 78 54 37 21 


Wie aus der Tabelle II ersichtlich, ist das Ferment zweifellos noch 
in der Verdiinnung von | : 200000 wirksam. 


SchluBfolgerung. 


Die von uns ausgearbeitete Methode zeigt gegeniiber den bis jetzt 
beschriebenen Methoden einige Vorteile. Vor allem die Anwendung 
von trockenem Hodenpulver statt frischen Hodens, wie ihn die vorher- 
gehenden Verfasser gebraucht haben, erlaubt die Reinigung eines 
Materials, welches vollkommen seine mucinolytische Wirkung besitzt. 
aber sehr arm an Proteinen ist; bei der wasserigen Extraktion des 
Pulvers bleibt der Hauptteil der Proteine ungelést, wihrend der Faktor. 
wie vorher von einem von uns gezeigt wurde, fast vollstandig in Lésung 
geht. Durch die Dialyse erreicht man weiterhin eine erhebliche Ent- 
fernung von wirkungslosen Begleitstoffen ohne irgendeinen Wirkungs- 
verlust, wobei man durch physikalische Methoden, die fiir den Wirkungs- 
stoff gar nicht schadlich sind, einen erheblichen Reinheitsgrad erhalt 
die Bestimmung der mucinolytischen Wirkung und die des Stickstoff- 
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gehalts auf jeder Stufe der Fermentdarstellung erlaubt ferner, die 
Fortschritte des Reinigungsverfahrens quantitativ zu verfolgen. Die 
Anwendung dieses Verfahrens hat z. B. gezeigt, daB organische Fallungs- 
mittel, wie Aceton, nicht anwendbar sind. Dagegen rieten Claude und 
Duran-Reynals, trotzdem sie beobachteten, daBb der durch Aceton 
erhaltene Niederschlag kaum [éslich war, zur Anwendung dieses Reini- 
ygungsverfahrens, da sie mit Wasser einen wirksamen Stoff aus dem 
Acetonniederschlag ausziehen konnten; sie hatten jedoch kein Mittel 
zur Verfiigung, um die Menge der Wirksubstanz zu bestimmen, welche 
am Niederschlag adsorbiert geblieben war. Wir haben jedoch durch 
yvenaue Messungen der Aktivitaét des Faktors im Verlauf des Reinigungs- 
verfahrens festgestellt, das die mucinolytische Wirkung der nach 
Failung mit Bleiacetat enthaltenen Fliissigkeit etwa 61°, war; wurde 
der durch Fallung mit Aceton aus dieser Fliissigkeit erhaltene Nieder- 
schlag getrocknet und dann mit einer Menge physiologischen Kochsalz- 
jésung extrahiert, die gleich war dem Volumen der Lésung, aus welcher 
der Stoff niedergeschlagen worden war, so konnten wir feststellen, dab 
die mucinolytische Wirkung auf 20°, herabgesetzt war, infolgedessen 
wir vom Gebrauch von Aceton absahen. Wendet man statt dessen 
Ammoniumsulfat an, um das Ferment zu fallen und aufzunehmen, so 
fiihrt dies, wenn es auch eine neve Dialyse nétig macht, zu einem sehr 
geringen Wirkungsverlust und ist deshalb empfehlenswert. Die Tat- 
sache, daB es méglich war, eine groBe Menge von Begleitstoffen zu ent- 
fernen und dabei trotzdem die Verminderung der Fermentwirkung in 
sehr bescheidenen Grenzen zu halten, erlaubt uns anzunehmen, dab 
die Versuche nicht unniitz waren. 


Zusammenfassung. 
Es wird eine Methode fiir die Darstellung der Mesomucinase des 
Hodens beschrieben, welche gestattet, die Enzymwirkung im Verlauf 
des Reinigungsverfahrens genau zu messen. 
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Untersuchungen iiber die Permeabilitit 
lebender Membranen. 


X. Mitteilung: 
Priifung der Vergiftungsgleichung (¢ — Co) (t — t] —m) = K 
an der Saponinpenetration in das Kiemenepithelium 
von ,Alburnus lueidus Heek.**1. 
Von 
Eugen Macovski und Adela Staneu. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Naturwissenschaftlichen 
Fakultaét der Universitat Bukarest.) 
(Eingegangen am 16, Juli 1942.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Zwischen der Penetrationsgeschwindigkeit giftiger Stoffe durch 
die lebenden Membranen und dem Auftreten der Vergiftungserschei- 
nungen bestehen innige Zusammenhiange, die sich durch die Ver- 
giftungsgleichungen ausdriicken lassen. Einige solcher Vergiftungs. 
gleichungen wurden in den fritheren Mitteilungen auf Grund des Diffu- 
sionsgesetzes von Fick abgeleitet und an der Penetration verschiedener 
Gifte durch das lebende Kiemenepithelium der Fische gepriift2. Bei 
dieser Gelegenheit hat sich ergeben, daB im Falle stark oberflichen- 
aktiver Gifte Abweichungen von der Vergiftungsgleichung (1) 


(c—co)t =k (1) 


auftreten, und zwar erscheinen bei den Versuchstieren die Vergiftungs- 
symptome rascher, als es die genannte Vergiftungsgleichung fordert 3. 

Diese Tatsache konnte mit Hilfe der bekannten Gibbs-Thomsonschen 
Theorie tiber die sogenannte positive Adsorption tensioaktiver Stoffe 
in den Grenzschichten der Lésung erklart werden. An der Grenzfliche 
Lésung /lebende Membran bildet sich eine diinne Adsorptionsschicht, 
welche den oberflachenaktiven Giftstoff in einer hGheren Konzentration 
als die iibrige Loésung enthalt; demzufolge dringt das Gift in den Tier- 
k6érper rascher hinein und tibt hier seine Wirkung friiher aus, als man es 
in bezug auf seine Konzentration in der ,,Volumenphase“ der Lésung 
erwarten kénnte. Will man also die Penetration oberflichenaktiver 


! IX. Mitteilung, diese Zeitschr. 310, 313, 1942. 2 Arch, f. exper. Path. 
u. Pharm. 185, 309, 1937; ISS, 405, 1938; 189, 45, 140, 281, 193s. 
3 Ebenda 185, 309, 1987; 188, 405, 1938. 
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Gifte durch die lebenden Membranen mit Hilfe der Vergiftungs- 
vleichung (1) untersuchen, dann mui} man in dieser Gleichung statt der 
_Volumenphasekonzentration“ ¢ die ,,Grenzphasenkonzentration* r ein- 
fiihren, wobei die Vergiftungsgleichung (2) entsteht. 


» 


(r — fo) T k, (2) 
r == f (ce). (3) 


In der Forme] (2) stellt 7 eine Funktion von ¢ dar (3). Falls diese 
Funktion (3) im Bereiche der verwendeten Giftkonzentrationen durch 
die Adsorptionsisotherme von Ostwald-Freundlich oder durch jene von 
Langmuir ausgedriickt werden kann, erhalt man aus der Beziehung (2) 
die Vergiftungsgleichungen (4) bzw. (5). 

! ! sd 9 

(ac? —ac’)t k, (4) — Tt | (5) 

atBpe a+ flo 

Beide Gleichungen sind einer experimentellen Priifung zuginglich und, 

wie es die mit Cetylchinoleiniumchlorid und mit Saponin an ,,Atherina 

hepsetus L.** angestellten Versuche zeigten, stimmen die Anforderungen 

dieser Gleichungen mit den Ergebnissen der Vergiftungsversuche be- 
friedigend tiberein!. 

Nachdem die Verwendung der Vergiftungsgleichung (1) baw. (2) 
im Falle tensioaktiver Gifte theoretisch und praktisch behandelt wurde, 
kommt die Vergiftungsgleichung (6) 

(¢ —¢9) (tT — %) = K (6) 


an die Reihe. Diese Gleichung stellt die Beziehung zwischen der Gift- 
konzentration c in der Volumenphase der Lésung und der Vergiftungs- 
zeit t dar, wenn die Bestimmung der Vergiftungszeit mittels irgendeines 
postkritischen Vergiftungssymptoms erfolgt oder wenn bei den Ver- 
giftungsversuchen gewisse, in den friitheren Mitteilungen erwahnte 
Faktoren mitwirken?. — Beim Gebrauch stark oberflachenaktiver 
Gifte kommt der Gleichung (6) die Form (7) 


(r — 9) (t — T) = K (7) 


zu, unter der Voraussetzung, daB das betreffende Gift sich an der Grenz- 
fliche Lésung /lebende Membran anreichert, daB die Giftpenetration 
durch die lebende Membran von der Giftkonzentration in dieser, die 
Membranoberfliche umbhiillenden Grenzschicht der Lésung abhangt 
und daB der Penetrationsvorgang in bezug auf die Grenzphasenkonzen- 
tration r des Giftes nach dem Diffusionsgesetz von Fick erfolet. 


1 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 191, 628, 1939; 192, 321, 19389. — 
2 Vel. z. B. ebenda 189, 45, 1938; diese Zeitschr. 310, 255, 1942. 
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Die Vergiftungsgleichung (7) kann kaum Anwendung finden, da 
die Giftkonzentration r unbekannt ist. LaBt sich aber die Funktion (3 
im Bereiche der verwendeten Konzentrationen durch die Adsorptions. 
isotherme von Langmuir (8) 


p 
r . Ss} 
a+ Be 
ausdriicken!, dann entsteht aus der Formel (7) die Vergiftungs 
gleichung (9) 


| c Co K 
eit (T — Tp) , (9) 

at+Be a+ fey 
welche die Beziehung zwischen der Vergiftungszeit 7 und der bekannten 
Volumenphasenkonzentration c des Giftes darstellt. 

Die Vergiftungsgleichung (9), wo «, £. co, tT) und K Konstanten 
bedeuten, kann vereinfacht werden. Man schreibt sie zunachst folgender- 
maBen auf: 


% (C — Cy) (tT — To) = K (x? + « Beg + Be + fcc), 
pe 
(¢ —¢o) (t —%|) = Kat+K (6 La co] c+ KB ey, (10) 


addiert, zieht von dem rechten Teile der Formel (10) die konstanten 


”) 


ee ae 
GroBen + 2 K Beco, —2 K Boo, + B Ke; und eh K ¢}, ab, wodurch 
a % 


diese Forme! nicht verandert wird, und erhalt unter der Einfiihrune 
der Bezeichnungen (11) und (12): 


32 ge 
K (2 ~- P co] m, (11) K (x _P a4 2B eo) = (12) 
a o 
die Vergiftungsgleichung (13) 
(c — Co) (tT — T) — m) = K’. (13) 


Betrachtet man diese Gleichung (13) naher, so ist leicht zu ersehen, 
da8 ihre Form von den Vorzeichen und Werten der Konstanten 17, 


1 Die Adsorptionsisotherme von Langmuir lautet eigentlich wie folgt 
" 
k+2Be- 
In dieser Forme] stellen ¢ und ¢ die Konzentrationen des oberflichenaktiven 
Stoffes in der Volumen- bzw. in der Grenzphase der Lésung dar. Um Ve 
wechslungen mit unserer in friiheren Arbeiten gebrauchten Schreibweis: 
zu vermeiden, haben wir in der genannten Formel statt k die Bezeichnung * 
und statt 28 einfach 6 gebraucht. (Vgl. z. B. J. Eggert, Lehrbuch de: 
Physikalischen Chemie, 8. 242. Leipzig 1929.) 
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und m abhangt. Da 7» jedenfalls eine positive GréBe bedeutet, so sind 
unter der Verwendung der Bezeichnung (14) 

T + mM n (14) 
folgende drei Falle méglich (15): 
a) (€ — Co) (tT — 
b) (¢ —¢9)T 2, (15) 


Cc) (€ —¢o) (t 


d.h. a) wenn m > 0 ist, oder wenn m <0 aber tT) > \>m ist, b) wenn 


m<0 und t = m_ ist, und schlieBlich c) wenn m <0 und 


T| <|m} ist. 

Im ersten Falle (15, a) ist die Form der Vergiftungsgleichung (13) 
mit jener der Vergiftungsgleichung (6) identisch. Treten also die Ver- 
siftungserscheinungen bei den Versuchstieren nach dieser Forme! auf, 
dann ist es nicht méglich, nach den Ergebnissen der Vergiftungsversuche 
zu entscheiden, ob das betreffende Gift sich an der Grenzflache Lésung 
lebende Membran anreichert, d.h. ob wahrend der Giftpenetration 
durch die lebende Membran die Adsorptionsvorginge mitwirken. 

Im zweiten Falle (15, b) ist zu erwarten, daB die postkritischen 
Vergiftungssymptome bei den Versuchstieren nach der fiir die ante- 
kritischen Symptome giiltigen Vergiftungsgleichung (1) auftreten 
werden, da die Formel (15, b) sich mit der Gleichung (1) deckt. Dabei 
kann man aus den Ergebnissen der Versuche nur dann auf das Vor- 
handensein der Adsorptionsvorginge und auf die entsprechende Be- 
schleunigung der Giftpenetration durch die lebende Membran schlieBen, 
wenn das zur Bestimmung der Vergiftungszeit gebrauchte Symptom 
sonst sicher nach der fiir die postkritischen Vergiftungserscheinungen 
giiltigen Gleichung (6) auftreten wiirde. 

Im letzten Falle (15,c) unterscheidet sich die Vergiftungs- 
gleichung (13) von den eben erwahnten Gleichungen (1) und (6) in der 
Weise, daB die Ergebnisse der Vergiftungsversuche ohne weiteres 
Auskunft iiber die beschleunigende Wirkung der Giftadsorption auf den 
Penetrationsvorgang geben. 

Nach diesen Erérterungen ist es nétig, die Penetration verschiedener 
stark oberflichenaktiver Gifte durch die lebenden Membranen mit Hilfe 
der Vergiftungserscheinungen zu untersuchen, um die Anwendbarkeit 
obiger Formen (15) der Vergiftungsgleichung (13) auf die Ergebnisse 
der Versuche zu priifen. Zu diesem Zwecke haben wir zunachst an 
dem SiiBwasserfisch ,,Alburnus lucidus Heck.‘* eine Reihe von Ver- 
suchen angestellt, wobei Saponin als oberflichenaktiver Giftstoff ver- 
wendet wurde. 
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Obwohl schon lange bekannt ist, dafS die Saponine eine starke 
Giftwirkung auf Fische ausiiben!, sind die Anschauungen iiber den Ver. 
giftungsmechanismus geteilt. Nach R. Kobert (Versuche an Seefischen 
verlieren die durch Saponine geschidigten Kiemen ihre Fahigkeit zur 
Leistung der Atemfunktion, wahrend nach Overton (Untersuchungen 
an SiiSwasserfischen) die Kiemen durch Saponine derart geschiidiyt 
werden, daB die Salze des Biutplasmas in das duBere Medium austreten 
und eine im ganzen K6rper sich einstellende Hypotonie die Vergiftung 
der Fische verursacht?. In einer Hinsicht stimmen aber die Ergebniss 
beider Forscher iiberein, und zwar daB die Vergiftung der Fische dic 
Folge einer durch Saponine bedingten Kiemenschadigung ist. Dies 
bedeutet, daB diese Verbindungen, wenn die Fische in die Saponin- 
lésungen gebracht werden, in die lebenden Zellen des Kiemenepitheliums 
eindringen und dafi das Auftreten der Vergiftungssymptome von diesen 
Penetrationsvorgang abhangt. 


Der eben erwaihnte Penetrationsvorgang kann mit Hilfe der Ver- 
giftungserscheinungen verfolgt werden, aber nur dann, wenn man die 
Vergiftungsversuche unter Beachtung bestimmter Bedingungen aus. 
fiihrt. Diese Bedingungen sind bereits in den friiheren Mitteilungen 
eingehend besprochen 3, so daB es an dieser Stelle geniigt, sie nur kurz 
zu erwahnen. — Die Saponinkonzentration der Lésung, in welche man 
die Versuchsfische hineinbringt, mu wahrend jedes Versuchs konstant 
bleiben. Dies ]aéBt sich durch die Verwendung einer geniigend grofen 
Lésungsmenge erreichen. Denn wenn das Gift in geniigender Menge 
vorhanden ist, wird die Konzentration der Lésung durch die kleinen. 
in den Fisch eindringenden Saponinmengen nicht merklich beeinflubt: 
und auch die Saponinkonzentration an der éuBeren Flaiche der Kiemen 
bleibt dauernd konstant, da der Fisch sich in der Versuchslésung bewegt 
und durch seine Atembewegungen den Kiemen periodisch neue Mengen 
frischer Lésung zufiihrt. — An der inneren Seite der lebenden Membran 
muB die Konzentration des Giftes im Vergleich zu jener der auberen 
Lésung sehr schwach sein. Im Falle des Saponins ist diese Bedingung 
erfiillt, da das Saponin, welches in die lebenden Zellen hineindringt, an 
die Zellsterine gebunden wird und dadurch als solches im Innern de! 
Zellen verschwindet. — Alle Versuche werden mit Fischen derselben 
Art und GréBe ausgefiihrt, d.h. mit Tieren, deren Kiemen durch 
schnittlich dieselben Dimensionen besitzen, und bei allen Versuchen 
wird dieselbe Temperatur konstant eingehalten. 


1 Vgl. R. Kobert, Die Saponingruppe in A. Heffters Handb. d. exper. 
Pharmakologie 2, 1492 u. ff. Berlin 1924. — ? Vgl. L. Kofler, Die Saponine, 
S. 118 u. 120. Wien 1927. — 3 Vgl. z. B. Arch. f. exper, Path. u. Pharm. 1s, 
405, 1938; diese Zeitschr. 310, 255, 1942. 
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Der Gang der Vergiftungsversuche ist einfach. Man bringt je 
einen Fisch in Saponinlésungen bekannter Konzentration hinein und 
bestimmt die entsprechenden Vergiftungszeiten, d.h. die Zeitspannen, 
die bis zum Auftreten eines gewissen Vergiftungssymptoms verstreichen. 
Die Versuche werden mehrmals wiederholt, um den Einflu8 der Schwan- 
kungen mdglichst auszuschalten, die bei der Bestimmung der Ver- 
giftungszeit infolge der Ungleichheit der Kiemendimensionen und des 
verschiedenen individuellen Widerstandes der Tiere gegen die Gift- 
einwirkung auftreten. — Sind die mittleren Vergiftungszeiten 7}, 
To, . ++, T, fiir eine Reihe der Saponinkonzentrationen ¢,, C2, .... Cy 
ermittelt, dann kann man zur Berechnung der Vergiftungskonstanten 
in der Vergiftungsgleichung (13) schreiten. Zu diesem Zweck werden 
aus den Ergebnissen von drei weiter auseinanderliegenden Versuchen 
die Naherungswerte ¢), n und K’ und dann die entsprechenden ,,Ver- 
besserungen’‘ 0¢ 9, On und 0A nach der Methode der kleinsten Quadrate 
berechnet!. Aus den erhaltenen Zahlen leitet man zunichst die ,,plau- 
sibelsten’* Werte der Vergiftungskonstanten ¢y, » und K’ ab, welche 
dann zu entscheiden gestatten, ob eine der Formen (15) der Vergiftungs- 
gleichung (13) mit den Ergebnissen der Versuche im Einklang steht. Es 
geniigt dazu Vorzeichen und Wert der Konstante » in Betracht zu 
ziehen, die Vergiftungszeit 7 an Hand der entsprechenden Forme! (16, a), 
(16, b) oder (16, ¢) 


Ky 
a) T n, 
c Co 
eS . 
b) T - (16) 
( Co 
k, 
c) T —n 
¢c—C 





‘eine andere Form der Vergiftungsgleichungen (15)| fiir alle verwendeten 
Giftkonzentrationen rechnerisch zu ermitteln und die Ergebnisse der 
fechnung mit den beobachteten Vergiftungszeiten zu vergleichen. 
Stimmen die berechneten Werte mit den beobachteten iiberein, so 
bedeutet dies, daB die Vergiftungsgleichung (13) bzw. die entsprechende 
Forme] (15) auf die Versuchsergebnisse anwendbar ist. Gelegentlich 
kann man dabei auch Aufschliisse tiber die Adsorption von Saponin 
an der Kiemenoberflache von .,Alburnus lucidus Heck.** erhalten, wenn 
die Vergiftung der Tiere nach einer der Vergiftungsformeln (15, b) 
oder (15, c) auftritt. 


' Diese Zeitschr. 310, 313, 1942. 
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Versuchsteil. 

Die Versuche wurden an 90 bis 110mm langen Exemplaren von 
,.Alburnus jucidus Heck." ausgefiihrt. Die Fische wurden im Dezember 
1940 in den Seen der Umgebung von Bukarest mit dem Netz gefangen 
und in einem groBen Aquarium im flieBenden Wasser ohne Nahrung 
bei etwa 12 bis 14° C gehalten. — Als Giftstoff wurde ,,Saponium purum 
album, Th. Schuchardt, Gorlitz‘*, verwendet. 


Wird ein Fisch in die Saponinlésung geeigneter Konzentration 
hineingebracht und die Zeit, die das Tier fiir 30 Atembewegungen be; 
20°C benétigt, jede Minute regelmaBig ermittelt, so ist leicht fest- 
zustellen, daB die betreffenden Zeitspannen, welche am Anfang etwa 
10 bis 16 Sekunden betragen, nach einiger Zeit linger zu werden be- 
ginnen; einige Minuten spater héren die Atembewegungen ganz auf. 
Das Auftreten der Verlingerung der ,,Atemzeit’’, d.h. die Atem. 
frequenzverminderung, stellt ein zur Bestimmung der Vergiftungszeit 
geeignetes Vergiftungssymptom dar; es hat uns auch friiher bei den an 
,Atherina hepsetus L.* ausgefiihrten Untersuchungen gute Dienste 
geleistet!. Das Aufhéren der Atembewegungen — der Tod der Versuchs- 
tiere — ist ein zweites Symptom, welches zu demselben Zweck dienen 
kann. In dieser Arbeit werden die beiden erwahnten Vergiftungs- 
erscheinungen zur Bestimmung der Vergiftungs- bzw. der Sterbezeit 
herangezogen. 


Damit die Saponinkonzentration der Lésung durch die in die 
Kieme eindringende Saponinmenge nicht merklich vermindert wird. 
soll fiir die Versuche eine geniigend groBe Lésungsmenge verwendet 
werden. Die Vorversuche zeigten, daB selbst bei den niedrigsten von 
uns verwendeten Konzentrationen 400 ccm Lésung geniigen, um 
wihrend des Versuchs die Saponinkonzentration praktisch konstant 
zu halten. Dies wurde durch die Ubereinstimmung der Vergiftungs- 
zeiten bei zwei in derselben Lésungsmenge nacheinander vergifteten 
Exemplaren von Alburnus bewiesen; wire namlich die Lésungsmenge 
zu klein, dann wiirden die Vergiftungssymptome bei nacheinande! 
eingesetzten Tieren immer spater auftreten®. 


Die Vorbereitungen sowie der Gang eines Versuchs kénnen folgender- 
maBen zusammengefaBt werden: 

Zwei breite Bechergliser von etwa 2 bzw. 4 Liter werden in ein grobes. 
mit Riihrwerk, Thermometer und elektrischer Heizung versehenes und mut 
Wasser gefiilltes GlasgefaB gestellt. Dieses Geta dient als Thermostat 


1 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 185, 309, 1937; 188, 405, 1938; 189, 
281, 1938; 191, 628, 1939; 192, 321, 1939. 2 Arch. di Scienze Biol. 22, 
437, 1936. 











sti 
de 
ur 


Von 


nber 
ngen 
runv 
rum 


tion 
| bei 
fest- 
‘twa 
be- 
f. 
tem- 
SZC it 
hn an 
nste 
ichs- 
enen 
ngs - 
zeit 


clie 
vird, 
ndet 
von 
um 
tant 
ngs- 
eten 
enge 
nde 


der- 


Bes, 
mut 
stat 


IS!), 
oo 








Untersuchungen iiber die Permeabilitat lebender Membranen. X. 257 


und gestattet, bequem bei 20,0° + 0,5°C zu arbeiten. Vor dem Versuch 
werden einige Fische aus dem Aquarium in das gréBere, mit frisehem 
Leitungswasser gefiillte Becherglas iiberfiihrt und bei der Versuchstempe- 
ratur wenigstens 30 Minuten gehalten. Inzwischen wird in dem zweiten 
Becher die giftige Lésung vorbereitet. Fiir jede Bestimmung verwendet 
man je 400 ccm frisches Leitungswasser, dem man die der gewiinschten 
Konzentration entsprechende Menge einer konzentrierten Saponinlésung 
(5,000 g Saponin in 100,0cem Leitungswasser gelést) zusetzt. Hat die 
Saponinlésung die Versuchstemperatur angenommen, so bringt man in 
diese Lésung einen mit Filtrierpapier rasch abgewischten Fisch hinein und 
ermittelt, von diesem Zeitpunkt angefangen, jede Minute die Zeit, die das 
Tier fiir 30 Atembewegungen benétigt (Stoppuhr!). Wenn die Frequenz 


der Atembewegungen sich bedeutend vermindert hat (45 bis 50 Sekunden 
fiir 30 Atembewegungen), geniigt es, weiterhin die Zahl der Atembewegungen 
je 1 Minute zu ermitteln, bis diese Bewegungen ganz aufhéren. Die Zeit- 
punkte, wo die ,,Atemdauer* 40 Sekunden iiberschreitet und wo der Atem- 
stillstand auftritt, werden dann zur Bestimmung der Vergiftungszeit t bzw. 
der Sterbezeit t’ herangezogen. Nach dem Versuch miissen noch Lange 
und Gewicht des verwendeten Fisches festgestellt werden. 


Tabelle I stellt als Beispiel das Protokol] des Versuchs 38 dar. 


Tabelle I. 


Versuch 38, 14. 1V. 1941. Giftige Lésung: 400cem Leitungswasser 
+ 3,50 cem Saponiniésung, 5,000° jig; Konzentration: 0,484 g/Liter; Al- 


50 


burnus: 95mm, 7,13 g; Temperatur: 20,09 + 0,5°C, 








Versuchs- Fiir 30 Atem- Versuchs- Fir 30 Atem- 
Zeit dauer bewegungen ndtige Zeit dauer bewegungen ndétige 
in Min. Zeit in Sek. in Min. Zeit in Sek. 
17619’ 0 Versuchsbeginn | 17533’ 14 17,4 
20 1 10,7 34 15 20,5 
21 2 11,6 35 16 27,6 
22 3 11,2 36 17 32,7 
23 4 10,3 37 18 38,9 
24 5 13,2 38 19 36,8 
26 6 12, 39 20 54,0 
26 7 14,9 40 21 63,2 
27 8 16,3 41 22 68,4 
28 9 18,2 42 2 rt Bs) 
29 10 28,2 43 24 19/Min. 
30 11 17,8 44 25 6/Min. 
31 12 24,8 45 26 0 
32 13 20,4 


t Vergiftungszeit: 20 Minuten; 1’ Sterbezeit: 26 Minuten. 


In dieser Weise wurden fiir verschiedene Konzentrationen des 
Saponins (von 1,220 bis 0,062 g/Liter) die entsprechenden mittleren 
Vergiftungs- und Sterbezeiten auf Grund mehrerer Versuche ermittelt 
(Tabelle IL); es verbleibt noch, die Anwendbarkeit der Vergiftungs- 
gleichung (13) auf die Ergebnisse dieser Versuche zu priifen. 

Biochemische Zeitschrift Band 313. 17 
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Tabelle Il. 





2 3 + 5 6 

c T T : ig 
Saponinkonzen- beobachtete Mittelwert beobachtete Mittelwert 
tration g/Liter Extremwerte aus 6Versuche: Extremwerte aus 6 Versuch 


Versuchs- 
reihe 


1,220 (8) 11—12 11,0 2—16 14,6 
0,980 (9) 12—16 12,8 3—: 16,0 
0,617 13— 20 15,3 4 25 18,0 
0,434 15-20 17,2 26 20,3 
0,249 20 — 25 22.8 24—% 26,6 
0,125 31—43 36,6 2—45 41,0 
0,062 78 —90 83,0 2—95 86,7 


woe 


“~~ PN be OS 
Se OY wm Oo 


~] 


Anwendbarkeit der Vergiftungsgleichung (15) bei Bestimmung der 
Vergiftungszeit + mattels Atemfrequenzverminderung. 
Die Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle LI wiedergegeben 


(vgl. Tabelle IL, Spalten 2 und 4). Drei dieser Versuche gestatten die 


Tabelle III. 





Versuchs- Versuchs- 
reihe reihe 


1,220 11,0 5 0,249 29.8 
0,980 12,8 6 0,125 36,6 
0,617 15,3 7 0,062 83,0 
0,434 17,2 





Naherungswerte der Konstanten cy und » zu ermitteln. Werden dazu 
die Ergebnisse des ersten, fiinften und siebenten Versuchs verwendet, 
so erhalt man mit Hilfe der Beziehungen (17) und (18), 


J T;) 
. (17) 


Ty Tz (Cy 'g) — T Ts (C1 — 5) (18) 
Cy (T — T3) — C5 (T? 


Co + 0,01701 und n = + 8,394, welche in Gleichung (1) eingefiihrt 
fiir K’ folgende Einzelwerte: + 3,135, + 3,342 und + 3,356, d.h. im 
Mittel +- 3,278 ergeben. 


Zum Ausgleich wurden zunachst ¢9 +. 0,017, n = + 8,39 und 


Kk’ + 3,278 verwendet. Die erste Berechnung der ,,Verbesserungen* 
co, On und 6K und der Summe der Fehlerquadrate [vv] fiihrt zu 
den Werten: d¢y = + 9,008, dn =+ 1,65, 6K = — 0,584 und 
[vv] = 3,32. Die zweite Annaherung, mit Ausgangswerten : ¢g = +- 0,025, 
n | 10,04 und K’ + 2,694, ergibt: 0¢9 — 0,000 356, 
on — 0,0277, 0K = + 0,03005 und [vv] = 3,14. An dieser Stelle 
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kann man den Ausgleich unterbrechen, da die verbesserten Werte der 
Vergiftungskonstanten : 

Co }+- 0.02464, n + 10,0123 und A’ | 27245, 
in Gleichung (19) 


(19) 


eingefiihrt, die iibrigbleibenden Fehler +, ergeben (Tabelle IV), deren 

Quadrate die Summe —- 3,16 liefern, die mit dem durch den Ausgleich 
erhaltenen Wert [vv] - 3,14 geniigend tibereinstimmt. 

[rr] 

7—3 

Da alle in der Tabelle IV vorhandenen +,- 

Werte kleiner als 2 » 1.778 sind, folgt, 

Versuchs- : dai in unseren Versuchen abnorm grobe 

_— Fehler nicht vorkommen. Trotzdem nach 
1,2915 2 [vv] 

0.0641 dem Kriterium von Abbe rv 5. 8 

0,6883 ‘Obi 

0,5322 

0.6443 

0.5596 

— 0,0621 

[er] . 3.16 1 ist, d.h. innerhalb der Grenzen V7 

2.65 fallt. 
Die Genauigkeit der nach dem Ausgleich erhaltenen Vergiftungs- 


OSS. 


Der mittlere Fehler einer Gleichung ist | 


Tabelle IV. 





1,602 etwas auberhalb der mittleren 
Fehlergrenze 1,00 — 0,378 liegt, ist auf das 
Vorhandensein systematischer Fehler kaum 
zu schlieBen, da die Vorzeichensumme gleich 


u 
konstanten wurde nach //,. ermittelt, wo p, fiir ¢y gleich 14390, 
VPs 
fiir n gleich 2,23 und fiir A’ gleich 24,38 ist. Man bekommt: 


¢o = +- 0,025 + 0,007, n = + 10,01 + 0,60 und K’ = + 2,724 + 0,180. 
Werden jetzt diese Werte der Vergiftungskonstanten in die Gleichung (20) 
K’ 


¢—c 


+N (20) 
0 
feine andere Form der Vergiftungsgleichung (13)] eingefiihrt, so kann 
man fiir alle verwendeten Saponinkonzentrationen die entsprechenden 


Tabelle V. 





Versuchs- Versuchs- 
reihe of, reihe 

1,220 b 0,249 

0,980 2.8 ) 0,125 

0,617 15, 0,062 

0,434 é 
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Vergiftungszeiten rechnerisch ermitteln (Tabelle V). Da die berechnete: 
t-Werte mit den experimenteil gefundenen befriedigend tibereinstimmen 
kann man schlieBen, daB die Vergiftungsgleichung (13), und zwar ihr 
Form (15,4), mit den Ergebnissen der Versuche im Einklang steht 
Dies tritt in der graphischen Darstellung (Abb. 1) besonders deutlict 








Min. 
9} 
| 
a0} 
HH (= 4025 *0,007 | i 
704 1 {=a * 060 
| K =2724 +0180 
60} (4% =0,022 +0005 
| 2 \n=12,902041 
Vea + 
| aT \A?= 2,942 * 0,129 | 














| | 
SERS UE it Make 
0 G25, 050 «075 = 400 425 ~— 450g /l 
oe 
Abb. 1. 


hervor, wo die theoretischen, nach Gleichung (20) berechneten Ande- 
rungen der 7-Werte in Abhangigkeit von der Saponinkonzentration 
der Lésung durch die Kurve 1 wiedergegeben sind, wahrend die kleinen 
Krejse die experimentel!! erhaltenen t-Werte bedeuten. 


Anwendbarkeit der Vergiftungsgleichung (15) bei Bestimmung der 
Sterbezeit t’ mittels Atemstillstandes. 
Die Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle VI wiedergegeben 
(vgl. Tabelle IL, Spalten 2 und 6). Alle Rechnungen wurden genau wie 
im vorigen Faille durchgefiihrt. Aus den Ergebnissen des ersten, fiinften 


Tabelle VI. 








Versuchs- - ; Versuchs- / ’ 
reihe ; , reihe : , 
1 1,220 14,6 5 0,249 | 26,6 
2 0,980 16,0 6 0,125 | 41,0 
3 0,617 18,0 7 0,062 | 86,7 
+ 0,434 
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und siebenten Versuchs erhalt man folgende Naherungswerte fiir die 
Vergiftungskonstanten : 


Co t 0.01569, n ! 11.7167 und K’ t- 3.4724. 


Werden zum Ausgleich co L 0.016, n {11.7 und K’ 1 3472 
verwendet, so erhalt man zunachst fiir die Vergiftungskonstanten folgende 
verbesserte und abgerundete Werte: ¢o 10.022, n + 12.9 und 
k’ 12923. wiihrend der zweite Ausgleich die Verbesserungen 
bo L 0.0001, dn 0.005759, 0K + 0.01979 und die Summe 
der Fehlerquadrate [vv] — + 1,445 ergibt. Die verbesserten Werte der 
Vergiftungskonstanten, in Gleichung (19) eingefiihrt, liefern die tibrig- 
bleibenden Fehler v,; (Tabelle VII), deren Quadrate die Summe 1,447 
ergeben, die mit dem durch den Ausgleich erhaltenen {[vv|-Wert 1,445 
geniigend tibereinstimmt. 


Abnorm grofe Fehler kommen nicht vor, da der mittlere Fehler 


ve? en - . wn r 
- ().60 ist und keiner der in Tabelle VII 


| 
a 
‘ 


einer Gleichung 1 | 


vorhandenen Fehler v; den Wert von 2 41 - 1,20 iiberschreitet. Auf 
das Vorhandensein systematischer Fehler ist Tabelle VI 
< © »] e 
kaum zu schlieBen, da die Fehlerverteilung 
eine zufallige zu sein scheint: In der = Yeruchs 
Tat fallt nach dem Kriterium von Abbe 
9 [v ] 0.7609 
1,08 innerhalb der mittleren ‘ — 0,0236 
[(¥% — %41)"] 0.1491 
0,2513 


l eh) . 
Fehlergrenze 1,00 | V7 1,00 = 0,378. y 0,7262 





7 t 0.5028 
0,0416 
[vv] + 1,447 


Nur die Vorzeichensumme: — 3, stimmt 
mit der Anforderung +- 7 — +. 2,65 nicht. 
Zur Bestimmung der Genauigkeit der nach dem Ausgleich er- 
haltenen Vergiftungskonstanten wurden fiir ¢), » und K’ die ent- 
sprechenden ,,Gewichte’ p,: 12970, 2,16 bzw. 21.77 herangezogen und 


die mittleren Fehler nach /, “ ermittelt. Man erhalt rund: 
\p. 

Co = + 0,022 + 0,005, n + 12.9 — 0,41 und K’ + 2,942 + 0,129. 
Werden diese Werte der Vergiftungskonstanten in die Formel (20) 
eingesetzt, so kann man fiir alle verwendeten Saponinkonzentrationen 
die entsprechenden Sterbezeiten rechnerisch ermitteln (Tabelle VIIT). 
Die berechneten t’-Werte stimmen mit den experimentell gefundenen 
befriedigend iiberein (vgl. auch Abb. 1, Kurve 2). woraus folgt, dal 
die Vergiftungsgleichung (13), und zwar ihre Form (15, a), mit den 
Ergebnissen der Vergiftungsversuche im EKinklang steht. — 
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Tabelle VIII. 





, 


Versuchs : 7 Versuchs- . T 
reihe gef. reihe gef. 
1,220 15,36 5 0,249 26,6 

0,980 16,0 15,97 6 0,125 41,0 

0,617 18,0 17,84 7 0,062 86,7 

0,434 20,3 19,96 





Die obigen Versuche und Rechnungen gestatten, folgende Schlul- 
folgerungen zu ziehen: 


Die Vergiftung von ,,Alburnus lucidus Heck.’ in saponinhaltigen 
Lésungen erfolgt gema} der Vergiftungsgleichung (13), und zwar gemiil} 
der Formel (15,a). Dabei ist es prinzipiell gleichgiiltig, ob man die 
Vergiftungszeit mittels Atemfrequenzverminderung oder mittels Atem- 
stillstandes bestimmt, da die beiden Vergiftungserscheinungen sich als 
, postkritische** Symptome erwiesen haben. 


Der zeitliche Verlauf dieser Vergiftungssymptome in Abhangigkeit 
von der Saponinkonzentration der Lésung entspricht der Vorstellung, 
die in unserer LV. Mitteilung tiber die Permeabilitaét lebender Mem. 
branen entwickelt wurde. Wir haben nimlich damals behauptet, dal 
bei zwei oder mehreren nacheinander folgenden postkritischen Ver- 
giftungssymptemen den Vergiftungskonstanten ¢ ) und A praktisch 
dieselben Werte entsprechen sollten, wahrend die Konstante tT» (in 
dieser Arbeit ») fiir jedes Symptom einen anderen, charakteristischen 
Wert haben miiBte!. Tabelle LX zeigt, da’ die Ergebnisse unserer an 
Alburnus ausgefiihrten Versuche die erwaihnte Vorstellung bestatigen. 
Deshalb ist auch die graphische Darstellung unserer Versuchserge bnisse 
(Abb. 1) dem damals gegebenen Schema fiir den zeitlichen Gang post- 
kritischer Vergiftungssymptome ahnlich?. 


Tabelle IX. 





Zur Bestimmung der Vergiftungszeit 
benutztes Vergiftungssymptom 
Konstante ies ’ ee 4 
Atemfrequenz- Atemstilistand 
verminderung 
0,025 + 0,007 0,022 + 0,005 
2,724 + 0,180 2,942 + 0,129 
10,01 + 0,60 12,90 +- 0,41 


,Alburnus lucidus Heck.‘ (ein SiiBwasserfisch) ist gegen die 


Saponineinwirkung weniger empfindlich als ,,Atherina hepsetus L.” 


1 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 189, 45, 1938. 2 Vel. Ebenda 18%, 
48, 1938, Abb. 3, Vergiftungssymptome #, » und a, 
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(ein Seefisch); dies kann man aus dem Vergleich der betreffenden Ver- 
viftungskonstanten (Tabelle X) erkennen. Denn wenn auch die ,,maxi- 
male ungiftige Konzentration™ ¢, fiir die beiden Fischarten von derselben 
GréBenordnung ist, so kommt doch der Konstanten A im Falle von 


Alburnus ein etwa viermal gréBerer Wert zu als im Falle von Atherina. 
Infolgedessen ist die ,,Vergiftungshyperbel bei Alburnus weniger 


_vekrimmt als bei Atherina, 


so daB die Vergiftung bei diesen Pabelle X. 





Tieren in Lésungen — gleicher iat: | andeatiens 
Saponinkonzentration spater als 
bei Atherina eintritt (die Kon. Temperatur °C. 20,0° 25,09 

: Sex cy g/ Liter 0,025 O,OL7 
stante tT) baw. n wird dabei nicht =x 27 0,7 
in Betracht gezogen!). Dieser 
Vergleich ist aber nur qualitativer Natur, da die Bedingungen der 
Vergiftungsversuche und das Wesen der Vergiftungssymptome in den 
beiden Fallen verschieden sind. — 

Bei dieser Gelegenheit ist zu bemerken, dab die Aufschliisse, welche 
man tiber die Penetration des Saponins in die lebenden Zellen des 
Kiemenepitheliums von Alburnus und Atherina aus den Versuchs- 
ergebnissen erhalten kann, von dem Wesen der Vergiftungssymptome 
abhangen. Bei Atherina zeigte der Vergiftungsverlauf gewisse Ab- 
weichungen von der fiir die antekritischen Vergiftungssymptome 
giiltigen Vergiftungsgleichung (1); daraus konnte man schlieBen, dab 
die Penetration des Saponins in die lebenden Zellen des Kiemen- 
epitheliums von Atherina bei steigenden Konzentrationen immer 
rascher erfolgt, als manes in bezug auf die Volumenphasenkonzentration 
des Saponins nach dem Diffusionsgesetze von Fick erwarten kénnte!. - 
Der Gang der Vergiftung bei Alburnus entspricht aber der fiir die 
postkritischen Vergiftungssymptome giiltigen Gleichung (13), und zwar 
der Formel (15, a). Wie in dem theoretischen Teil dieser Arbeit er- 
wahnt wurde, ist es kaum méglich, in diesem Falle etwas iiber die 
Saponinpenetration in die lebenden Kiemenzellen von Alburnus zu 
erfahren. Jedenfalls ist es auch hier héchstwahrscheinlich, daB das 
Saponin sich an der auBeren Kiemenfliche anreichert und daf diese 
Adsorption auf den Penetrationsvorgang einen fordernden EinfluB iibt. - 

Werden die Vergiftungsversuche mit Alburnus lucidus unter den- 
selben Bedingungen, aber bei viel stirkeren Saponinkonzentrationen 
ausgefiihrt, dann treten die Vergiftungssymptome (Atemfrequenz- 
verminderung, Atemstillstand) bedeutend friiher auf, als man es nach 
der Forme] (15, a) erwarten kénnte (Tabelle X1). Dieser Befund ist 
aber kaum auf die fordernde Wirkung der Adsorption zuriickzufiihren, 


' Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 188, 405, 1938; ebenda 192, 321, 1939. 
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sondern wahrscheinlich durch die bekannte zerstérende Wirkung 
bedingt, welche ziemlich konzentrierte Saponinlésungen auf die lebenden 


Zellen ausiiben und dadurch die Vergiftung der Fische beschleunigen, 
: 5 £ 


Tabelle XL. 





, 


T T 
Vergiftungszeit in Min. Sterbezeit in Min. 
Cc (Atemfrequenzverminderung) (Atemstillstand) 
Saponin- - a cavdeiaeeneoa 
konzentration 


nach (20) berechnet nach (20) berechnet 
Mittelwert aus Co 0,025 Mittelwert aus Co = 0,022 
6 Versuchen n = 10,01 6 Versuchen n = 12,90 
K’' = 2,724 K' = 2,942 


o,14 
’ 


g/Liter 


2,380 11,17 10,8 14,15 
3,488 10,8 9,5 13,75 


Zusammenfassung. 


Unter Verwendung der Adsorptionsisotherme von Langmuir wurde 
eine fiir die oberflichenaktiven Gifte und postkritischen Vergiftungs- 
symptome giiltige Vergiftungsgleichung abgeleitet. Die Versuche 
zeigten, daB die Vergiftung von ,,Alburnus lucidus Heck.‘ in Saponin- 
lésungen verschiedener Konzentration gemaB dieser Vergiftungsgleichung 
erfolgt. Daraus kann man schlieBen, dal die abgeleitete Vergiftungs- 


gleichung richtig ist. 





